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 Tecnoldgicas (CONICET)

“Rol de las citoquinas en la falla en la ovulacion relacionada
con la patogenia de la enfermedad quistica ovarica bovina™

Tesis presentada para optar por el grado académico de

Doctor en Ciencias Veterinarias

Autora: M.V. Antonela Florencia Stassi

Director: Dr. Hugo Héctor Ortega

Codirectora: Dra. Natalia Raquel Salvetti

% ~2018~ @




“La alegria de ver y entender es el mds perfecto don de la naturaleza™

Albert Einstein

Dedicada...

A mis padres, porque han sido ejemplo de perseverancia incansable...
A mis hermanos, por acompariarme en todo momento...

A Alejandro, por su incondicionalidad, amor y comprension...

A Catarina, la luz de mi vida...



Agradecimientos...

Al Dr. Hugo Ortega, por confiar en mi, por su predisposicion, por el esfuerzo para que todo este

grupo de trabajo prospere.
A la Dra. Natalia Salvetti, por ser una guia y consejera constante en el desarrollo de este trabajo.
Por su simpleza en la manera de resolver las cosas, por aplacar todas mis dudas e inquietudes y por

darme seguridad y confianza, simplemente gracias.

A la Dra. Florencia Rey, por brindarse siempre con predisposicion, y por su dedicacién y amor a la

ensefianza.
A mi amigo Matias Belotti, compaiiero de camino, por todos los momentos vividos y compartidos.

A Ma. Eugenia Baravalle, por su aporte en esta tesis, pero sobre todo, por ensefiarme sin recelos sus

conocimientos y la simpleza de la vida.

A Natalia Gareis y Pablo Diaz, que por su amistad y trabajo compartido en estos afios, han aportado

una parte importante a esta tesis.

A todos mis compaieros y amigos del laboratorio, personas desde sus disciplinas, han dejado su

impronta en esta tesis.

A mis amigos de la vida, porque con usedes terminé de crecer, por tantos momentos lindos

compartidos y porque son parte de la persona que soy.

A Fabian Barberis, Ernesto Quercia y José Bertoli que aportaron desinteresadamente recursos

humanos y materiales para llevar a cabo partes fundamentales de este trabajo.

A Marcelo Ruiz y Rossana Zimmermann de la citedra de Anélisis Clinicos, por darme el espacio

para conocer y enamorarme del laboratorio.

A mi Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral, por brindarme el

lugar para aprender mi profesion y desarrollar mi vocacion por la ciencia.



Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por otorgarme la beca
que me permitié realizar los estudios de posgrado en la carrera del Doctorado en Ciencias

Veterinarias.

A la Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnoldgica (ANPCyT) por otorgarnos los

subsidios necesarios para el desarrollo de este trabajo de Tesis.



Indice general

Abreviaturas utilizadas. ... i
Indice de tablas......... ... iii
Indice de fIgUIas. .. ... v
RESUM N ... e e e e XXii
ADSITACT. . . .t e XX1v
L. INTRODUCCION ...ttt esssse st 1
1.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL OVARIO .........ooioiieieeeeeeeeeeeeeseeeeeeee e 2
1.2. FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVINO ........oooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeseee s 7
1.2.1. Desarrollo folicular: Regulacion endoCrina...........cocueeeriiieniieiniieeniieeeieeeeeeeeee e 8
1.2.2. Factores reguladores autoCrinOs Y PATACTINOS .......eeeruveeerireeerireeerireeenireesnireesnareesnaneessnneennne 14
1.2.3. Dindmica folicular: Patron de ondas............c.coceerieiiiiniiiniiiieeicciecsee e 17
1.2.4. Maduracién, funcién del cuerpo 1teo y ovulacion ...........occeeeviieeniiieiniiieiniiieeniee e 21
1.2.5. La ovulacion: proceso inflamatorio ...........ccoueeereieeriieenniiieniiieeeiieeeiee ettt e 23
L.3. CITOQUINAS .. ..ttt ettt ettt st e sb e e bt e sb e e be e saeeeabeesaeeeneens 27
1.3.1. CONCEPLOS ZENETALES .....eeiuiiiiiiiiiiiiieiiee ettt ettt e et e e bt e e s aaeesbeeenane 27
1.3.2. L1ZANdOS Y TECEPLOTES .....eouveeirieiieiiieiieeitteeiee sttt ettt sne e s et sneesane s 29
1.3.2.1. Sistema de L1 ..ottt ettt e 29
L322 T et ettt ettt ettt b e e b e bt e et e e nab e e bt e shteebeen 34
L3230 Tttt ettt b e et e bt e et e e ht e e bt e sbeeebeens 35
1324 T8ttt ettt ettt ettt b e e bt e bt e et e e s ab e e bt e bt e ebeens 37
1.3 2.5, TN -0l ettt ettt e b e et e bt e st esateebeesbeeenbeens 39
1.4. ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA ...ttt eeeeeeeeeeeeeeee e eesee s eeeeesee s 41
1.4.1. Definicion, clasificacion y epidemiologia ..........cccevvieiriiiiniiiiiiiiiiiiieeieceeeeeeeeeee 41
1.4.2. Etiologia, patogenia y factores prediSpOnentes. ........c.ueevueeerieeerieeenieeenieeenieeeesieeeeieeenane 42
1.4.2.1. Disfuncion hipotalamo-hipofiSaria..........ccoceeeriiiiiiiiiniiiieeeeee e 43
1.4.2.2. Disfuncion oVArica/fOliCULAr. ..........covuiiiiiiiiiiiiiccceeceee e 45
1.5. PERSISTENCIA FOLICULAR .....coottiittitieeeeteeeeet ettt s 49
2L0BIETIVOS ...ttt ettt e b et e bttt e s bt st e st e et e saeeeane 53
2.1. HIPOTESIS GENERAL ......coevvturiimriimeeiiessesesseseesssessssessssessssssssssessssesssses st sssessssnesses 54
2.2. OBJETIVO GENERAL ......ooiiiiieieeeete ettt ettt et 54

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS ........ouooiieeeeeeeeeeee e 54



3. MATERIALES Y METODOS ..........cocoooiioiioiirieeeeeeeeeeeseeseeeeeeeesee e esaessssse s 55

3.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES EFECTUADOS CON ANIMALES.......c.cccooveninneen. 56
3.1.1. COD ESPONTANEA ..ottt ettt ettt st sat e et sen e et e an e e bt e saneeneesaneeane 56
3.1.1.1. Diagnostico de COD €SPONTANEA ......cccueerreruieriieiienieeireeteesiee e et 56
3.1.1.2. ObtenciOn d€ MUESIIAS ....ccvveeruieeriieeriieeeiteeeite et e et e et e s eibee et e s sabeessbbeessaeeesaeeas 57
3.1.1.2.1. Aspiracion de liquido folicular guiada por ecografia.........ccccceecverveenieenieennennne. 57
3.1.1.2.2. Ovariectomia: Técnica de laparotomia por flanco izquierdo ..........c.cccecueeneneee. 58
3.1.1.2.3. Toma de muestras de SANZIE .........ccovueruierieriieenieereenre et 59

3.1.2. Modelo de persistencia fOlICUlaT..........coouiiiiiiiiiiiieicieeeeeee e 60
312,10 ANIMALES .o e et e 60
3.1.2.2. Modelo eXPerimental ...........cocueeeiuieeriiieniiieeiie ettt ettt ettt e et e s e e saiee e 60
3.1.2.3. Monitoreo de 10S cambiOs OVATICOS. ......cccueerierriiiriieieinieeieenre ettt 62
3.1.2.4. ODtenCiOn de MUESIIAS ....ccueerurieiieriieeieenie et ettt et et e e sbe e esreeseeesreesaneenne 63
3.1.2.4.1. Aspiracién de liquido folicular guiada por ecografia..........c.cccecveeevveeereeeenneens 63
3.1.2.4.2. Ovariectomia: Técnica por COIPOtOMIA .........eeevevieeiiieeiiieeiieeeie e 63
3.1.2.4.3. Toma de muestras de SANZIE ........ccccueeerureerireerieeerieeerreeetreesreeeeseeesseeensseeennne 65

3.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS ...ttt 66
3.2.1. Procesamiento de las muestras para técnicas hiStolOgicas. .......ccceevuerrueerieenieniieniiienieene 67
3.2.2. Procesamiento de las muestras para western blot............ccooceeiiiiiiniiiniee 67
3.2.3. Procesamiento del liquido fOlicular..........cocueiiuiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 68
3.2.4. Procesamiento de las muestras para RT-PCR............ccoceiiiiiiiiiiniiicceece, 68
3.2.4.1. Extraccion de ARN fOtal ......ccociiiiiiiiiiiiiieieeeeceee e 68
3.2.4.2. TranSCIIPCION TEVEISA ...c.ueeuvieuriruietieienieeteeiteeit et eite st et eete bt ebeetesaee bt eanesueenseeanenaees 69

3.3. CUANTIFICACION DE HORMONAS EN SUERO Y LIQUIDO FOLICULAR ............... 70
3.4. DETECCION Y CUANTIFICACION DE CITOQUINAS ........coovviviieeeeerersreeseees s, 71
3.4.1. Inmunohistoquimica INAITECTA ......ccevuvierriiieiiiieeiiee ettt etee et e e ee e ee e 71
3.4. 2. WESEEITI DIOT.......ouiiiiiiiiiiiiiiiiictece ettt 74
3.4.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).......ccccceeviiieniiiiniiiiniiecieee 77
3.4.4. Andlisis digital de IMAZENES ......c.eeeeriiieiiiiieiiiieeiiee ettt sree et e et e e ee e ee e 78
3.4.5. Evaluacién semicuantitativa de la expresion génica de IL-1a, [L-6 y TNF-a ................. 78
3.4.5.1. CeDAOIES ...ttt 79
3.4.5.2. Procesamiento de ADN copia (ADINC) ....c.cooviiiiiiiiiiiiieeiieeeite et 79
3.4.5.3. Andlisis de las poblaciones fOliculares .............cecveeriiiieriiieeniiieeiie et 79

3.4.5.4. Amplificacién mediante PCR en tiempo real..........coccueeeviieiniieeniieeniieeniee e, 80



3.4.5.5. Analisis de 1a secuencia NUCIEOIAICA ......ccuvuumeeeeeeeeeeiieeeee ettt eeeeereeeeeeeeeaees 82

3.5. EVALUACION ESTADISTICA .....ccovuureiiereiireniseseiseesesssesseseessessessssssssssssessessessesens 83
4. RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt ettt st s bttt e sbe et eane e 84
4.1. RESULTADOS DE PROCEDIMIENTOS EFECTUADOS CON ANIMALES................... 85
4.1.1. Diagnostico y obtencion de muestras provenientes de casos de COD esponténea .......... 85
4.1.2. Induccion de foliculos persistentes mediante dispositivos de progesterona..................... 86

4.1.2.1. Concentracion de hormonas esteroides en suero y liquido folicular en animales

CON fOlICUIOS PETSISIENES. ..... cuveeiieriieeiieeit ettt ettt sttt e e e e 89

4.2. EXPRESION Y LOCALIZACION DE CITOQUINAS EN OVARIOS DE ANIMALES
COD ESPONTANEA ...ttt ettt ettt sttt e st saae e enaees 91
L R | I U OO OO TP OO PP PP PTRPRRPPROP 91
4.2.1.1. EXPIeSiON ENICA ...eevuuiiiiuiiiiiiieieiie ettt eeitte et e et e et e eiteeesibeessabeessbeesnseessaeesneeenane 91
4.2.1.2. Expresion proteica y 10CAlIZACION .......covviiiiiiiiiiiiiiiie ettt 92
A2 2 TEr I ettt bttt b ettt h ettt b e b e et sbeenbeeas 95
4.2.2.1. Expresion proteica y 10CAlIZACION .......covuiiiiiiiiniiiiiiiieeieeeiee e 95
4.2.2.2. Concentracion de IL-13 en liquido folicular y SUETO .........ceeceeevieriieiieeiieieeeieeee 97
4.2.3. IL-1RA: Expresion proteica y 10CaliZacion ............cooocveeeriieiniieiniieeiiieeiee e 98
4.2.4. IL-1RI: Expresion proteica y 10CaliZacion.........ccccueeeviieriiiieniiiieniieeniieesieeesiee e 101
4.2.5. IL-1RIIL: Expresion proteica y 10CaliZacion ...........ccoocveeeviiiiniiieniiieeniieeniieeniee e 104
B2.06. TLA4 oottt ettt et e et b et 107
4.2.6.1. Expresion proteica y 10CaliZaCiOn ...........covveiiiieniiiiiiiiiieiienieeee e 107
4.2.6.2. Concentracion de IL-4 en liquido folicular y SUETO .........ccovueeriieiiiiniiiiieniccceee, 110
A2T TLA0 ettt ettt st b et s be bt eae s 111
42771 EXPIESION ZEMICA ..uveeuiieiiieiieeiieeiieeite ettt ettt ettt ettt e bbbt e st esaeeenes 111
4.2.7.2. Expresion proteica Y 10CaliZaCion ...........coccueivieiiiiiiieiiiiiienieeee e 112
4.2.7.3. Concentracion de IL-6 en liquido folicular y SUETO .........coccueeeriiiiiiiiiiiiiiieciie, 115
A28 TLm8 ettt et e a e et b e bt et ae et nae s 115
4.2.8.1. Expresion proteica y 10CaliZacion ............coovueiiiiiiiiiiiiniieiieeeeceeeeeteeeee e 115
4.2.8.2. Concentracion de IL-8 en liquido folicular y SUETO .........coccueeeriiiiiiiiiiiiiiieciiee, 118
A.2.9. TINF=0L ccniiiieeee ettt sttt sttt et be et et sbe e bt e esaeeaes 119
4.2.9.1. EXPIeSiON ENICA ...ccecuiiiriieeiiieeiiie ettt eetteestee ettt e eiteeeiaeessabeeeateeesseessseesnsneesnnneens 119
4.2.9.2. Expresion proteica y 10CaliZaCION .......cooveieviiiiiiieeiieeiieeiee et 120

43. EXPRESION Y LOCALIZACION DE CITOQUINAS EN ANIMALES CON
PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA MEDIANTE PROGESTERONA .........ccccccceue. 123

4.3.1. IL-1a: Expresion proteica y 10caliZzacion..........cceeveeeciieriieeiiienieeniienieeieeeve e sne e 123



A32 TR I ettt ettt a et 127

4.3.2.1. Expresion proteica y 10CaliZacion ..........c.eeevveeeriieeriieeiiieeniee e ereee e seeee e 127
4.3.2.2. Concentracion de IL-1p en liquido folicular y SUETO .........ccceevvervinieriienieneeieneenne. 131
4.3.3. IL-1RA: Expresion proteica y 10CaliZacion ..........ccccecueeveeriiienieiieeniceiienieeeeneeeneene 132
4.3.4. IL-1RI: Expresion proteica y 10calizacion...........cocvevcieeieeniienieiieeniceieesee e 136
4.3.5. IL-1RII: Expresion proteica y 10CaliZaciOn ..........ccccoceeeueeeiienieiieeniceieeneeeeeseeeneene 140
A.3.0. T4 oottt h ettt eh e bttt eae et naeen 144
4.3.6.1. Expresion proteica Y 10CalIZACION .......ccc.eeviiriiiiniieiieniciiecneeceesee e 144
4.3.6.2. Concentracion de IL-4 en liquido folicular y SUETO .......c.cccocvevieeviiiniiiiiiiniceieeee. 149
B3T T 0 e e s 149
4.3.7.1. Expresion proteica y 10CaliZacion ............eoovviieiiiiiiiieiiiieeieeeieeeeee et 149
4.3.7.2. Concentracion de IL-6 en liquido folicular y SUETO .........coocueerviiiiiiiiiniiiiieeiiee, 153
B3B8 T8 e 154
4.3.8.1. Expresion proteica y 10CaliZaCion ........ccceieviieeiiieeiiieeciie et 154
4.3.8.2. Concentracion de IL-8 en liquido folicular y SUETO .........ceccvveerieeeniieeiieeiee e, 158
4.3.9. TNF-a: Expresion proteica y 10calizacion.........c..ccueeevierieeciieniieniienieeieeeieeieesve e 159
S.DISCUSION .....ooooiiiitieeieine ettt 164
5.1. PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA: [/JN MODELO EXPERIMENTAL PARA
EL ESTUDIO DE QUISTES FOLICULARES OVARICOS........ccccocieiiriiniiiinienicenecneenen 165
5.2. EXPRESIQN DE CITOQUINAS EN OVARIOS DE ANIMALES NORMALES, CON
COD ESPONTANEA Y PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA ......ccccoceviriiiniiieniennen. 169
S2.1.Sistema de 1a TL-1 oo 170
S22 EXPresion de T4 ...t 177
523 EXPIesion de IL-0 .....cc.ooiiiiiiiiiiiiiiirictetceteeee sttt 179
S5.2.4  EXPresion de IL-8 ...t 182
5.2.5. EXPresion de TINF-0.....cocuoiiiiiiiiiiieiiee et 183
6. CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt b et et sbe et s e sbe e 189

2053 00 0163 27N 2 1 194



ACTH
ADN
ANOVA
ARN
bFGF
BSA

C

CG

CL
COD
CSFs

Ct
CYP17A1
CYP19A1
DAB
DE

E2
ECLIA
EGF
ELISA
FSH
FSHR

G

GC
GnRH
hCG
IGF

IL
IL-1RA
IL-1RACcP
IL-1RI
IL-1RII
IL-1RIIs
IL-1a
IL-1pB
IL-4
IL-6
IL-8

M

kDa
KGF
KL

LF

LH
LHR
LIF
MEC
MMLV

Abreviaturas utilizadas

Hormona adrenocorticotrépica

Acido desoxirribonucleico

Andlisis de la varianza

Acido ribonucleico

Factor de crecimiento fibrobléstico bdsico
Albumina sérica bovina

Control

Células de la granulosa

Cuerpo liteo

Enfermedad quistica ovdrica

Factor estimulante de colonias

Ciclo umbral

Citocromo P450 170-hidroxilasa/17,20-liasa
Citocromo P450 aromatasa 19A1
Diaminobencidina

Desvio standard

17B-estradiol

Electroquimioluminiscenica inmunoensayo
Factor de crecimiento epidermal

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
Hormona foliculoestimulante

Receptor de hormona foliculoestimulante
Granulosa

Glucocorticoide

Hormona liberadora de gonadotrofinas
Gonadotrofina coriénica humana

Factor de crecimiento andlogo a insulina
Interleuquina

Antagonista del receptor de la interleuquina-1
Cadena accesoria del receptor de interleuquina-1
Receptor I de la interleuquina-1

Receptor II de la interleuquina-1

Receptor II de interleuquina-1 forma soluble
Interleuquina-1 alfa

Interleuquina-1 beta

Interleuquina-4

Interleuquina-6

Interleuquina-8

Intramuscular

Kilo Dalton

Factor de crecimiento del queratinocitos

Kit ligando

Liquido folicular

Hormona luteinizante

Receptor de hormona luteinizante

Factor inhibidor de la leucemia

Matriz extracelular

Virus de la leucemia murina Moloney

Stassi~i



MMPs
NGF
NO

NO
NOS2
NTs
PO
P10
P15

P5
PAGE
PB
PBS
PCOS
PCR
PG
PGF2o
PM
RIA
RT-PCR
SDS
SNC
TBS-T
TGF
TI
TNF
TNF-a
USA
VEGF
WB
7P

Metaloproteinasas de la matriz
Factores de crecimiento neuronales
Oxido nitrico

Numero

Oxido nitrico sintasa 2

Neutropinas

Dia de persistencia 0

Dia de persistencia 10

Dia de perisistencia 15

Dia de persistencia 5

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Pares de base

buffer fosfato salino

Sindrome Poliquistico Ovérico
Reaccién en cadena de la polimerasa
Prostaglandina

Prostaglandina F2a

Peso molecular

Radioinmunoensayo

Reaccién en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa
Sodio Dodecil Sulfato

Sistema nervioso central

Buffer Tris Salino-Tween

Factor de crecimiento transformante
Teca interna

Factor de necrosis tumoral

Factor de necrosis tumoral alfa
Estados Unidos de América

Factor de crecimiento de endotelios vasculares
Western blot

Zona pelicida

Stassi~ii



Indice de tablas

Tabla 1: Clasificacion morfoldgica de foliculos ovaricos mas empleada para bovinos
(Adaptado de Braw-Tal y Yossefi, 1997; Aerts y Bols, 2010). ..cccccovvviriiiniiiiiiniinienceeeee. 6

Tabla 2: Anticuerpos primarios, proveedores y condiciones utilizados en la técnica de
INMUNONISTOQUITIIICA. . .vveeeiviieeiieeeiie ettt eeiee et ee et e et e e eea e e et e e esbaeeesseeessseeessseeensseesnnseesnnns 71

Tabla 3: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados y las condiciones de uso en la

técnica de INMUNONIStOQUITICA. ...vveeeiviieriieeiiieeieeetee et e e e et e e et e e s e e sbeeesbeeesnbeesaseeennns 73
Tabla 4: Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de western blot........................... 76
Tabla 5: Peso molecular (PM) de las citoquinas evaluadas...........ccecceeeviieiniiieiniieeinieennieennne 77

Tabla 6: Pares de cebadores (secuencia de cebadores forward/reverse, 5’—3") usados
para PCR en tiempPo T@AL. ......ccouviiiiiiiiiieiiie ettt ettt et e st eebae e 82

Stassi~iii



Indice de figuras

Figura 1: Anatomia del Ovario. El ovario se compone de dos zonas: regiéon medular (1)
que abarca la region central del ovario y se forma de tejido conectivo, vasos y fibras
nerviosas, y la region cortical (2) que contiene foliculos (3) en diferentes estadios,

cuerpos luteos (4) y el estroma ovario. (Adaptado de Fernandez Sanchez, 2008)....................

Figura 2: Esquema de un corte longitudinal de ovario donde se observan las distintas
categorias foliculares en crecimiento, ovulacién y formacién de cuerpo liteo. (Adaptado

de Enciclopedia Britdnica, 2007).. ...cccceeriuieeriiieeiieeeiieeerteeesteeesiteeeireeeieeesaneesaaeesaeeesnseeennnes

Figura 3: Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento. En la parte
superior, se esquematizan los foliculos indicando sus componentes, en la parte inferior se
muestran cortes histoldgicos de los mismos tefiidos con hematoxilina-eosina (Adaptado
de ROSS ¥ COL.y 2004)... ittt e ettt e et e e et e e et e e s bbeesbaeeeaae

Figura 4: Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada
una de las etapas de las fases folicular y luteal (Adaptado de Gasque Gémez, R. (2008)

Enciclopedia bovina. Facultad de medicina veterinaria y zootecnia. UNAM). ........c.ccceveenneee.

Figura 5: Progresién folicular a través de las sucesivas etapas de desarrollo y su
respuesta a las gonadotrofinas hipofisarias. (Adaptado de Knight y Glister, 2006). ...............

Figura 6: Dos gonadotrofinas, dos células, mecanismo de la biosintesis de estrogenos
(Adaptado de Baskind y Balen, 2016). .......cccueieiiiiiiiiiiiieeiee et

Figura 7: Esquema de los principales mecanismos de regulacion endocrina del eje
hipotdlamo hipdfisis génadal. GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas. FSH:
hormona foliculoestimulante. LH: hormona luteinizante (Adaptado de Baskind y Balen,

Figura 8: Reclutamiento, selecciéon y dominancia en un patrén de tres ondas de
crecimiento folicular durante el ciclo estral bovino. P: Foliculo primordial, reserva
ovérica. R: Reclutamiento. S: Selecciéon. D: Dominancia. A: Apoptosis. Ov: Ovulacion.
(Adaptado de Aerts Y BOIS 2010D). c...eiiiiiiiiiiieiie ettt e

Figura 9: Esquema de las concentraciones hormonales y la dindmica de crecimiento
folicular durante el ciclo estral bovino. FSH: hormona foliculoestimulante. LH: hormona
luteinizante. PGF2a: prostaglandina F2a. (Adaptado de Rippe, 2009)......c..cccceveeviirvinennenne.

Figura 10: Representacion esquemdtica de las propiedades claves de las citoquinas y sus
interacciones. El sinergismo describe la interaccidon de dos (0 mas) citoquinas para mediar
un efecto comun cuya magnitud es mayor que la alcanzada por ambas citoquinas
aisladamente. El antagonismo refleja los efectos opuestos de dos citoquinas, donde uno
puede potencialmente modular la magnitud de un efecto dado inducido por el otro. La
redundancia funcional representa la observaciéon de que muchas citoquinas tienen

.9

12

14

18

Stassi~iv



funciones andlogas (a veces operando a través del mismo sistema receptor) de tal manera
que una funcion fisioldgica dada puede ser alcanzada por cualquiera de un conjunto de
mediadores. Finalmente, la pleiotropia se refiere a que cualquier citoquina puede tener un
numero de células diana, tanto cercanas como distantes. (Adaptado de Field y col., 2014)....

Figura 11: Representacion esquemadtica de la implicacién de citoquinas a lo largo de la
foliculogénesis. Interacciones y localizaciones basadas en foliculogénesis humana, con
inferencias a partir de modelos animales. Las capas celulares se separan y reducen para
mayor claridad. O: ovocito; PG: células pre-granulosa; G: células de la granulosa; PT:
células pre-teca; T: células de la teca. MEC: matriz extracelular. Las flechas negras
indican sitios de produccion de citoquinas; Las flechas rojas solidas indican interacciones
positivas mientras que las flechas azules interacciones negativas. Las flechas punteadas
indican interacciones presumidas; aquellas alineadas indican sinergismo potencial. Las
citoquinas modulan la foliculogénesis en todas las etapas, aumentando el ntimero de
citoquinas conocidas hacia la ovulacién. Destacadas con dvalos verdes las estudiadas en
este trabajo (Adaptado de Field y col., 2014). ...cocuiiiiiieeiiieeee et

Figura 12: Complejos de los receptores de la IL-1. La unién de las citoquinas agonistas
IL-1a e IL-1PB se produce a través del receptor de unién a ligando IL-1RI, que contacta al
ligando con dos sitios, y sufre un cambio conformacional que permite reclutar la cadena
accesoria IL-1RAcP. La aproximacién de los dominios TIR intracelulares de las dos
cadenas inicia la sefializacion. La union del antagonista IL-1RA a IL-1RI ocurre en un
solo sitio y no induce cambios conformacionales ni reclutamiento de IL-1RAcP; por lo
tanto, la sefializacién no se produce. La unién de IL-1B (y con IL-la e IL-1RA de
afinidad mds baja) a IL-1RII unido a la membrana da como resultado el secuestro de
ligandos agonistas y la falta de sefializacién. La unién de IL-1B (y con IL-1a de afinidad
mds baja) a IL-1RII unida a membrana también induce cambios conformacionales y
permite el reclutamiento de IL-1RACcP. Debido a la falta de dominio TIR en IL-1RII, no
ocurre la sefializacion. Las formas solubles de las tres cadenas también estdn presentes en
el espacio extracelular e interactian con ligandos y entre si, dando como resultado el
secuestro del ligando. La forma soluble de IL-1RI (sIL-1RI) se describi6 como capaz de
unirse a IL-1a, IL-1B e [L-1RA. La forma soluble de IL-1RII (sIL-1RII) puede unirse y
secuestrar IL-1f, IL-1a y prolL-1B. EI complejo entre sIL-1RII y ligandos agonistas (IL-
la e IL-1P) también puede reclutar sIL-1RAcP dando como resultado una mayor afinidad
de unidén. Se ha informado que una forma intracelular de sIL-1RII (ic sIL-1RII) es capaz
de unir prolL-la y protegerlo de la escision proteolitica y la generacion de la forma
madura. (Adaptado de Borashi y Tagliabue, 2013)........cccceiiiiiiniiiieiieeieeeeceeeeeeeeeeee e

Figura 13: Representacion esquemadtica de la etiopatogenia multifactorial y posibles vias
involucradas en la enfermedad quistica ovérica bovina. En el esquema se indicaron
factores que alteran los mecanismos de respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal.
Estresores, concentraciones subluetales de progesterona, modificacion en el mecanismo
de retroalimentacion del estradiol y cambios importantes en el ovario (factores de
crecimiento, gonadotrofinas y receptores de esteroides, sefializaciéon de la via de la
insulina, proliferacion y mecanismo apoptético) pueden modificar los patrones
fisiolégicos de liberacion de hormonas en el hipotilamo (GnRH) y la hipéfisis (FSH y
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LH), conduciendo al fallo ovulatorio, persistencia folicular y formacion de quistes. Signo
mads (+): efecto estimulante. Signo menos (-): efecto inhibitorio. Flechas azules hacia
arriba: alta concentracion. Flechas azules hacia abajo: baja concentracién. Flechas rojas
hacia abajo: expresion reducida. Flecha discontinuas: modificaciones inducidas. R +:
retroalimentacidn positiva. GC: células de la granulosa. TI: células de la teca interna. TE:
células de la teca externa. LF: liquido folicular. IR: receptor de insulina. PI3K:
fosfatidilinositol - 3 - quinasa. TGF-B: factor de crecimiento transformante beta. IGF-1:
factor de crecimiento similar a la insulina-1. P4: progesterona. E2: estradiol. LH:
hormona luteinizante. FSH: hormona foliculo estimulante. GnRH: hormona liberadora de
gonadotrofina. (Adaptado de Ortega y col., 2016). ....cccceeriiiiiiiniiiiiiiniieeeeeeeeee e 47

Figura 14: Diagnéstico ecografico de COD. A: ecdgrafo portatii HS101V Honda. B:
ovario con un quiste folicular. C: ovario contralateral con escaso desarrollo folicular. En
ambos ovarios no se detecta la presencia de CL. .......cccooooiieiiiieiiiiiieiiie e 56

Figura 15: Procedimiento para la obtencién de LF. Una vez realizado el diagnéstico, se

procede a la aspiracion folicular guiada por ecografia. .........cccceeeveiveeriiieiniiieerie e 58
Figura 16: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo........ 59
Figura 17: Técnica de extraccion de sangre a través de puncidn de vasos coccigeos............. 60

Figura 18: Disefio experimental de los diferentes grupos de estudio. Para inducir
persistencia folicular, los ciclos estrales de las vacas fueron sincronizados y luego se
aplic6 un dispositivo intravaginal de liberacién de progesterona para inducir la
persistencia folicular. La dindmica folicular fue monitoreada por ultrasonografia
diariamente y los niveles en sangre de hormonas esteroides y gonadotréficas fueron
evaluados a los tiempos indicados en los grupos control y tratados. La ovariectomia se
realiz6 en proestro (controles) y después de 0, 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular. ........ 62

Figura 19: Secuencia de imdgenes ecogrificas que muestran el seguimiento
ultrasonografico del ovario que desarroll6 el foliculo persistente de un animal tratado
(P15) hasta los 15 dias de PersSiSteNCIa. ......cccuuieruieeriieeriieeiieeesiee et e eite et eesreeesbeeesabeesaeees 63

Figura 20: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal (técnica
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Figura 21: Técnica de extraccion de sangre a través de catéter endovenoso. .........cccceueenee. 65
Figura 22: Esquema de la procedencia y destino de las muestras obtenidas..............ccccuee..... 66

Figura 23: Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro (Rainbow™,
RPNSOOE, GE HealthCare). ........coooooiviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75

Figura 24: (A) Didmetro maximo de los foliculos preovulatorios y persistentes en vacas
del grupo control (e) y tratado (m) respectivamente. Media + EEM del diametro folicular
interno y diferencias con el correspondiente al foliculo preovulatorio en el grupo control.
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(B). Iméagenes ecograficas representativas del foliculo preovulatorio y persistentes de O,
5, 10 y 15 dias (Adaptado de Diaz y col., 2015). ..coooiieiiiiiiiiiiieiceee e

Figura 25: Imdgenes microscépicas representativas (A) y andlisis histomorfométrico (B)
de la pared folicular de los foliculos preovulatorios de las vacas control (n=5) y foliculos
con 0, 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular de vacas tratadas (n=5 en cada dia). Una
disminucién en el grosor de las células de la granulosa (G) y de la teca (T) fue observado
a los 15 dias de persistencia en relacion con los foliculos preovulatorios (p <0,05). Los
valores representan la media + EEM. Barras=50 um (Adaptado de Diaz y col., 2015). .........

Figura 26: Concentraciéon de hormonas esteroides en suero y LF en animales con
foliculos persistentes. Las barras representan las medias + EEM para cada hormona en
suero o LF. Las barras con diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).........

Figura 27: Expresion de ARNm de /L-/a determinado por PCR en tiempo real en células
foliculares de casos de COD espontdnea en relaciéon a ovarios controles. Los valores
representan la media £ DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05)...............

Figura 28: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo control. El andlisis se realiz6 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 nimeros (teca interna) indican diferencias
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Figura 29: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo COD espontdnea. 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. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
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Figura 30: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). .....ccovvveerrieernnennnnn

Figura 31: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(DZ0,05). et

Figura 32: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1a en
animales de los grupos control y COD espontdnea. Se muestra ademds un control
negativo de la técnica de inmunohistoquimica. La barra indica 25 um. G: granulosa, T:
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teca interna. B. En el inmunoblot se observa una banda en la zona correspondiente al peso
molecular de TL-100 (17 KDQ). .cc..eiiuiiiiiiie ettt et e

Figura 33: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
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Figura 37: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1f en
animales de los grupos control y COD espontanea. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 41: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
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peso molecular de TL-6 (26 KDa).......cooiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeee et 114
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Figura 66: Concentraciéon de IL-6 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro) y con COD espontdnea. Los valores representan la media + DE. No
se evidenciaron diferencias significativas (pP>0,05). ..cceeviiieriieiieiiiiiiee e 115

Figura 67: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-8 en el grupo control. El andlisis 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
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05).....ccociiiriiiiriiiieiiie e 116

Figura 68: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-8 en el grupo COD espontéanea. El analisis se realizé en células de la granulosa y de
la 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). .eoouiiiiiiiiiieeie e 116

Figura 69: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-8 en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(D20,05). ettt e h ettt et en e e he et e e ntesbeenteenteebeebeentenneens 117

Figura 70: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-8 en células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ..c..ccceevviriiverccniencnniennen. 117

Figura 71: A. Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-8 en
animales de los grupos control y COD espontanea. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa una banda en la zona correspondiente al
peso molecular de IL-8 (11 kDa). La banda inmunorreactiva mas pequefia representa
fragmentos de escision de la proteina IL-8 madura............coooveeviiiiniiiiniiiiiecee e, 118

Figura 72: Concentraciéon de IL-8 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro) y con COD espontdnea. Los valores representan la media + DE. #
IL-8 en LF de animales controles (< a 7,8 pg/ml). No se evidenciaron diferencias
SIZNIfICAtIVAS (P>0,05). oot et e s e 119

Figura 73: Expresion de ARNm de 7NF-a determinado por PCR en tiempo real en
células foliculares de casos de COD espontdnea en relacion a ovarios controles. Los
valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(DZ0,05). e et st 119

Figura 74: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de TNF-a en el grupo control. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias significativas (p<0,05). ............ 120
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Figura 75: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de TNF-a en el grupo COD espontanea. El anélisis 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. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (P<0,05). .ooouiiiiiiieiiieeiie ettt e 121

Figura 76: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de TNF-a en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. * indica diferencias significativas entre dos
categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). .....ccoocveerrveernnene 121

Figura 77: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de TNF-a en células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de
puntos) entre los distintos grupos en estudio (Control: blanco; COD espontdneo: negro).
Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(D20,05). ettt ettt ettt et e et e bt et e entesbeenbeenteebeebeentenneen 122

Figura 78: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para TNF-a en
animales de los grupos control y COD espontanea. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T: teca interna. B. En el inmunoblot se observan dos bandas, una banda en la zona
correspondiente al peso molecular de TNF-o forma madura (17 kDa) y otra banda en la
zona correspondiente al peso molecular de TNF-a pro-proteina (26 kDa). ........c.ccoecveeeneenne 122

Figura 79: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo PO. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes niimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 123

Figura 80: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-la en el grupo PS5. El andlisis 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
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05).....ccocuiiiriiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 124

Figura 81: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo P10. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes nlimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 124

Figura 82: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo P15. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes nlimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 125
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Figura 83: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a 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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05).....c.cceviiieriieeiiieniieeeieeeeee e 126

Figura 84: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1a 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. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05)............. 126

Figura 85: Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-la en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 86: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1B en el grupo PO. 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. Las
barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes niimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 128

Figura 87: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1P en el grupo P5. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca
interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media = DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05)....cccouiiiriiiiiiiiniiiiiiieeeiieeeeeeee e 128

Figura 88: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1B en el grupo P10. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca
interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media + DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05)....cccueriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 129

Figura 89: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1B en el grupo P15. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca
interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media = DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05).....cccciiiriiiiiniiiiiiieeieeeiee e 129

Figura 90: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1P 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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05)....c.c.ceeviiieriieriiieniieenieeeee e 130

Figura 91: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1PB 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. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05)............. 130
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Figura 92: Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-1f3 en
animales de los grupos control, PO, PS5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa,
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Figura 93: Concentracién de IL-1B en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. * indica
diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por corchetes)
(PROL0S). ettt ettt ettt h e et ae e ettt eb e shteebeenaee s 132

Figura 94: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA en el grupo PO. El anélisis se realizé 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) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes niimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 133

Figura 95: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA en el grupo PS5. El andlisis 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
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05).....cccciiiriiiiriiieeiiie e e 133

Figura 96: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA en el grupo P10. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca
interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media = DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (P>0,05)....cccouiiiriiiiiiiiriieiieeeieeeee e 134

Figura 97: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA en el grupo P15. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas (p<0,05). Las
barras con diferentes niimeros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05). .... 134

Figura 98: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA 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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05)......cccceriiriiiniiiniiinieeieee e 135

Figura 99: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea inmunomarcada)
de IL-1RA 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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05)....cc.ceeviieeriieiiiieniieeeieerie e 135

Figura 100: Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-1RA en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 101: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RI en el grupo PO. 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. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05). .....ccccoveeerniieennneenne 137

Figura 102: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RI en el grupo P5. El andlisis se realizé6 en células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan
la media £ DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05). .....cccceeveveerriierennennne 137

Figura 103: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RI en el grupo P10. 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 evidenciaron diferencias significativas (p>0,05). .....cccccovveernieennnennne 138

Figura 104: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RI en el grupo P15. El andlisis se realizé en células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan
la media £ DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05). ....cccccevverveeriiveennenne 138

Figura 105: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RI 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ....cceevvuieiriiiiiniiiiniieennieenne 139

Figura 106: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RI 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. No se evidenciaron diferencias
SIZNIFICAtIVAS (PX0,05). ceeniiieiiiieiitie ettt ettt e ettt e sttt e e ee e 139

Figura 107: Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-1RI en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T2 1ECA INEEITIAL ..ttt ettt ettt ettt e sb e st e bt e st e b e st e e sbe e e bt e sbeesbeenaeeenne 140

Figura 108: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RII en el grupo PO. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
SIZNIfICAtIVAS (PKO,05). ceeiiieiiie ettt ettt ettt et e et e e s be e e s beeesaeeeabeeeabeeenbeeenns 141

Figura 109: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RII en el grupo P5. El andlisis se realizé 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) indican diferencias
SIENIfICAtIVas (P<O,05). .cuiiiiiieiiee e 141
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Figura 110: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RII en el grupo P10. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
SIZNIFICAtIVAS (PKO,05). ceeitieeiieeeiie ettt e e e et e e st e e s teeessbeeessseeesabeeesseeesneennns 142

Figura 111: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RII en el grupo P15. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
significativas (p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican
diferencias significativas (P<0,05). .oooiiiiiiiiiiiieeie e 143

Figura 112: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-1RII 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ...cccceeeveiniinniiniiinicenienne 143

Figura 113: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-1RII 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ....cccevvuieiririeiniiiiniieeinieenne 143

Figura 114: Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para IL-1RII en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T2 1ECA INMEEIMIAL ..ttt ettt ettt e b e et e bt e et e e bt e e st e e sbee st e esbeeeabeesaeeenbeenaeeenne 144

Figura 115: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-4 en el grupo PO. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIZNIfICAtIVAS (PKO,05). ceniiiiiiiieiiee ettt ettt et et e et e s e e 145

Figura 116: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-4 en el grupo P5. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas
(PO,05). ettt e 145

Figura 117: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-4 en el grupo P10. El andlisis se realiz6 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 nimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(PRO,05). ettt sttt et sh bt et b et sbe bt et esbeenaeeas 146
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Figura 118: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-4 en el grupo P15. El analisis se realiz6 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) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIZNIFICAtIVAS (PSO,05). cieiiieeiiieeeiie ettt et e e e et e e st e e s beeesnbeeesnaeeesaaeeenbeeesaeeenns 147

Figura 119: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05).....c.coeviiiriiiiiiiieniieerieeeeeeee e 147

Figura 120: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-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. Las barras con diferentes letras indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ...cccceeeveiniiniiiniiinieenienne. 148

Figura 121: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-4 en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 122: Concentraciéon de IL-4 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. * indica
diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por corchetes)
(DRO,05). wteeeteeeeet ettt ettt ettt ettt ettt e et e e bt e n e e a e e te e teen e e he et e enteeteenteente st enbeeneenneens 149

Figura 123: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo PO. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIZNIfICAtIVAS (PKO,05). 1eeiiieiiiie ettt ettt ettt e st e e s be e e s beeesaeeeabeeeabeesnbeeeans 150

Figura 124: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo P5. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas
(PO,05). ettt et 150

Figura 125: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo P10. El andlisis se realiz6 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 nimeros (teca interna) indican diferencias significativas
(PROL05). ettt ettt ettt e b et e bt e a bt e bt e e abe e bt e e bt e bt e enbeebeeearean 151
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Figura 126: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo P15. El analisis se realiz6 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) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIZNIFICAtIVAS (PSO,05). cieiiieeiiieeeiie ettt et e e e et e e st e e s beeesnbeeesnaeeesaaeeenbeeesaeeenns 151

Figura 127: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-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. Las barras con diferentes letras indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05)....cc.cooviiiriiiiniiieniieereeeee e 152

Figura 128: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ...ccoceeeveiniiniiiniiinnienienne. 152

Figura 129: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-6 en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T2 ECA INTEIMIAL ..ttt ettt ettt e et e bt st e bt e e st e e b et st e e sbe e e bt esbeeeaneenneeenne 153

Figura 130: Concentraciéon de IL-6 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos. * indica
diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por corchetes)
(PO,05). ettt b et h ettt b e bbbttt ettt 154

Figura 131: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo PO. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIZNIfICAtIVAS (PKO,05). ceneiiiiiiiiie ettt ettt et e et e e e 155

Figura 132: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo P5. El andlisis se realizé 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) indican diferencias significativas
(DO,05). et st b e e 155

Figura 133: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo P10. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias significativas
(PO,05). ettt ettt st b ettt et st b ettt sb e et ebe bbbt enaeea 156
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Figura 134: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo P15. El analisis se realiz6 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) indican diferencias significativas
(DO,05). ettt sttt b e e st b et s saeea 156

Figura 135: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de IL-8 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 indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05)....c.c.coiviiiiniiiiiiiiniieinieeee e 157

Figura 136: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de IL-8 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ....cccceevvvreerieeeniieenieeennenne 157

Figura 137: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-8 en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
T2 ECA INTEITIAL ..envieiiieieerite ettt ettt ettt ettt ettt e bt st e e bt e s st e et et st e esbe e e bt enbeeeaneesneeenne 158

Figura 138: Concentraciéon de IL-8 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. # IL-8
en LF de animales controles, PO, P5 y P10 (< a 7,8 pg/ml). No se evidenciaron
diferencias significativas (P>0,05). .o.eiiiiiiiiiieee e 159

Figura 139: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de 4rea
inmunomarcada) de TNF-a en el grupo PO. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
significativas (p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican
diferencias significativas (P<0,05). .eoouiiiiiiiiiiieeiie e 160

Figura 140: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de TNF-a en el grupo P5. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
significativas (p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican
diferencias significativas (P<0,05). .eoouiiiiiiieiiie et 160

Figura 141: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de TNF-a en el grupo P10. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
significativas (p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican
diferencias significativas (P<0,05). .cooeiiiiiiiiiiee e e 161
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Figura 142: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de TNF-o en el grupo P15. El andlisis se realiz6 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) indican diferencias
significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican
diferencias significativas (P<0,05). .ioouiiiiiiiiiiiieeiie ettt et 161

Figura 143: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de TNF-a 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ....ccceevvveiinieiniieennieenineene 162

Figura 144: Expresiéon proteica relativa (medida como porcentaje de drea
inmunomarcada) de TNF-a 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 indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ...ccccveeviiniinniiniieniienienne. 162

Figura 145: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para TNF-a en
animales de los grupos control, PO, PS5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa,
T2 ECA INEEIMIAL ..ttt ettt ettt st e et st e bt e s st e b et s abeesbeeembeesbneeareesaeeenne 163
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(_ RESUMEN




La produccién de ovocitos y la secrecion hormonal en los ovarios, determinan la
eficiencia reproductiva y en consecuencia, productiva de bovinos de leche y carne. La
progresion a través del desarrollo folicular requiere de una comunicacién entre el ovocito, las
células de la granulosa y las células de la teca; y en dicho intercambio de informacion
participan las citoquinas. El presente estudio fue disefiado para determinar la localizacion
celular especifica y expresion de las principales citoquinas y receptores que podrian participar
en la enfermedad quistica ovdrica en bovinos y en la persistencia folicular asociada. El
desarrollo del modelo experimentale resulté apropiado para el estudio de los estadios iniciales
de la enfermedad asi como el desarrollo de la persistencia encontrandose algunas diferencias
entre el modelo y los casos espontdneos, las cuales podrian explicarse principalmente por el
tiempo de persistencia. Se demostr6 que existe un posible efecto de las citoquinas en la
patogénesis de la enfermedad, balance proliferacion/apoptosis y diferenciacién celular
descriptas previamente en ovarios quisticos. Conociendo la fuerte justificacion econémica
para desarrollar medidas preventivas y tratamientos para las alteraciones foliculares, los
resultados obtenidos en esta tesis aumentan el conocimiento de la etiopatogenia de la
enfermedad quistica ovérica y los mecanismos involucrados en la persistencia folicular
proveyendo una invaluable herramienta para estudios adicionales asi como para la evaluacién

de medidas preventivas y terapéuticas.
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( ABSTRACT [



The production of oocytes and the hormonal secretion in the ovaries, determine the
reproductive and consequently, productive efficiency in dairy and beef cattle. Progression
through follicular development requires a communication between the oocyte, the granulosa
and the theca cells, in the exchange of information between these cells are involved cytokines.
The present study was designed to determine the specific cellular localization and expression
of the major cytokines and receptors who could participate in ovarian cystic disease in cattle
and in the follicular persistence associated. The development of the experimental models was
appropriate for the study of the early stages of the disease and the development of persistence
found some differences between model and spontaneous cases, which could be explained
mainly by the persistence time. We showed that there is a possible effect of cytokines on the
pathogenesis of the disease, balance proliferation/apoptosis and cell differentiation previously
described in cystic ovaries. Knowing the strong economic justification for developing
preventive measures and treatments for follicular disorders, the results obtained in this thesis
increase the knowledge of the pathogenesis of cystic ovarian disease and the mechanisms
involved in the follicular persistence providing an invaluable tool for additional studies and

for the evaluation of preventive and therapeutic actions.
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1. Introduccion

1.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL OVARIO

Los ovarios son los 6rganos esenciales para la reproduccién en la hembra, del mismo
modo que los testiculos lo son en el macho. Son de naturaleza doble: endocrina y citdgena
(productora de células) pues a la vez que elaboran hormonas que van a la circulacion,
producen los évulos posteriormente expulsados por la glandula. Los ovarios de la vaca son
pequefios, miden normalmente de 3,5 a 4 cm de longitud, 2,5 cm de ancho y son
aproximadamente de 1,5 cm de espesor en su porcion mayor; el peso es de 15 a 20 g (Sisson y
Grossman, 1982). La mayor parte de la superficie de la glandula estd cubierta por un epitelio
germinal, si bien el epitelio peritoneal estd limitado a una zona estrecha a lo largo del borde
de insercién. A menudo se pueden ver varios foliculos de distinto tamafio, que se proyectan
desde la superficie, asi como cuerpos liteos. Un cuerpo liteo (CL) de una vaca prefada tiene
color amarillo intenso y puede alcanzar un didmetro de 1 a 1,5 cm. El tamaio del ovario se
modifica por el CL (Sisson y Grossman, 1982). Después de la ovulacién, la pared de la
cavidad folicular se pliega debido a la caida de la presion a causa de la expulsion del liquido
folicular (LF). La actividad de los vasos sanguineos que generan los procesos ulteriores de
reconstruccién y proliferacion lleva a la formacién del cuerpo amarillo o CL. En el cuerpo
amarillo se distinguen un estadio temprano y un estadio tardio (estadio de proliferacion y
estadio de vascularizacién), un estadio de desarrollo y un estadio de involucién. El cuerpo
amarillo que pasa por estos estadios durante un ciclo sexual, se denomina CL ciclico. Si se
produce la fecundacion, el cuerpo amarillo permanece activo durante largo tiempo y entonces
se habla de un CL de la gravidez. Al final del proceso de involucién del cuerpo amarillo
queda una cicatriz, el cuerpo blanco o corpus albicans (Konig y Liebich, 2002).

La porcién medular o central (zona vascular) del ovario es la mas vascularizada, en
contraste con la corteza (zona parenquimatosa), donde abunda el tejido conectivo denso e
irregular y donde se encuentran células epiteliales emigradas desde la superficie. La capa més
externa de la corteza es una capa de tejido conectivo, que toma el nombre de tinica albuginea
(figura 1). En el feto, la superficie externa consta de una simple capa de epitelio germinativo.
Las células sexuales primordiales se originan en el saco vitelino y emigran a los rebordes
germinativos. Unos cordones de células epiteliales germinativas invaden el estroma del ovario

y al final forman islotes conocidos como foliculos primordiales.
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Figura 1: Anatomia del Ovario. El ovario se compone de dos zonas: regiéon medular (1) que abarca la regién
central del ovario y se forma de tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas, y la regién cortical (2) que
contiene foliculos (3) en diferentes estadios, cuerpos liteos (4) y el estroma ovario. (Adaptado de Ferndndez
Sanchez, 2008).

Mientras que en la goénada, la mayoria de las células germinales primordiales
continuan proliferando, antes del nacimiento el nimero de ovocitos disminuye drasticamente
como resultado de la apoptosis. En la vaca, el nimero miximo de células germinales
primordiales se estima en 2.100.000, que se reduce a un promedio de 130.000 en el
nacimiento (Erickson, 1966a,b). En la vaca, los foliculos primordiales estin presentes
alrededor del dia 90 de la gestacion (Yang y Fortune, 2008). La reserva folicular es dindmica,
ya que su poblacion de foliculos primordiales sufre un agotamiento no sélo en la vida fetal,
sino también a través de la vida reproductiva de un individuo mamifero. Dos procesos
complementarios son responsables por la pérdida de foliculos primordiales. El primero de
estos, es la continua degeneracion apoptética de los ovocitos, seguido por la muerte de las
células de la granulosa que los recubren. La disminucién post-natal mas pronunciada ocurre
durante los periodos pre-pubertad y post-pubertad temprana (Bristol-Gould y col., 2006;
Murphy, 2011). La segunda fuente de reduccion en la reserva folicular es la activacion del
foliculo primordial, un proceso que les provoca la entrada irreversible dentro del pool de
crecimiento de foliculos en el ovario. La activacion folicular ocurre continuamente, y no esta
relacionada con el patrén ciclico de liberacion de gonadotrofinas (Webb y Campbell, 2007),
sino que la hipdtesis actual mds veridica, es que la activacién es inhibida por factores
paracrinos y autocrinos del ovario (Murphy, 2011). Dentro de cada foliculo se encuentra una
gran célula que es el 6vulo u ovocito rodeada de una simple capa de células foliculares. Esos

Ovulos de los foliculos primordiales aumentan de tamafio al mismo tiempo que el resto de las
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células foliculares se multiplican y disponen en varias capas, para formar los foliculos en

maduracion (figura 2).

Foliculo
Foliculo antral
_ preantral eauero
Foliculos en desarrollo  ©VO<© peq

(primarios y preantrales)

Médula

Foliculos primordiales

Foliculo Antral
(terciario o De Graaf)
Antro

Epitelio germinal

Tdanica albuginea

— Ovocito
Zona pellcida

Ligamento ovarico Corona radiada

! _ Zona peltcida
‘ !
Cuerpo Cuerpo Cuerpo  Corteza
albicans liteo |iteo en
desarrollo

Ovocito ovulado

Figura 2: Esquema de un corte longitudinal de ovario donde se observan las distintas categorias foliculares
en crecimiento, ovulacién y formacion de cuerpo liteo. (Adaptado de Enciclopedia Britdnica, 2007).

Clasificacion Folicular

Con el fin de estudiar las poblaciones de foliculos se utiliza la clasificacion histologica
de los foliculos bovinos realizada por Braw-Tal y Yossefi (1997) (tabla 1). En esta
clasificacion, los foliculos primordiales (tipo I) se caracterizan por un ovocito en reposo,
detenidos en la profase I de la meiosis, y rodeados por un nimero limitado (<10) de células de
la granulosa aplanadas. Estos foliculos primordiales constituyen la reserva ovdrica, de la que
son reclutados para el desarrollo folicular. Después de la iniciacién del crecimiento, en una
primera fase de crecimiento de células de la granulosa se someten a una transformacion de
aplanadas a cubicas y su nimero aumenta. Un foliculo primario (tipo II) se caracteriza por
una capa completa de células de la granulosa cubicas, y estd rodeado por una ldmina basal. En
una segunda fase de crecimiento el nimero de células de la granulosa aumenta atin mas.
Cuando los foliculos contienen al menos 40 células de la granulosa, el ovocito inicia el
crecimiento, evidenciado por un aumento rdpido de su didmetro. El crecimiento de los

ovocitos también induce la formacién de una zona pelicida. El material de la zona peldcida se
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deposita primero en foliculos preantrales pequefios (tipo III), y el recinto completo del ovocito
se alcanza en la etapa de preantral grande (tipo IV) (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Las células
de la teca se derivan del estroma intersticial, y estdn presentes como células individuales en la
lamina basal de los foliculos primarios (Hirshfield, 1991). Las primeras células de la teca
interna se pueden identificar en foliculos preantrales pequenos (tipo III), pero no se distingue
claramente la teca interna hasta que no se desarrolla el estado de preantral grande (tipo IV).
La capa externa de la teca estd densamente vascularizada, y por lo tanto, es capaz de
proporcionar al foliculo su oferta de factores endocrinos. La formacién del antro empieza
cuando los foliculos alcanzan mds de 250 células de la granulosa. Inicialmente, varios parches
llenos de liquido aparecen en las células de la granulosa, cuando estos se unen en una sola
cavidad del foliculo se denomina antral (tipo V) (Smitz y Cortvrindt, 2002) o también
Ilamados foliculos de De Graaf. En estos foliculos, el ovocito ocupa una posicion excéntrica
rodeado de dos o tres capas de células granulosas, que componen el denominado cimulo

ovigero (Dellmann y Eurell, 1998).

Foliculo preantral Foliculos antrales
Foliculo Foliculo
primordial primario Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
preantral  preantral antral pequefio antral grande
pequeiio grande
Teca
Células Teca externa

granulosas interna

Precursores Lamina
dela basal
granulosa

Vaso Corona
Lamina radiada

Ovocito sanguineo

basal

Liquido
folicular

Antro

Cimulo
ovigero

Figura 3: Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento. En la parte superior, se
esquematizan los foliculos indicando sus componentes, en la parte inferior se muestran cortes
histolégicos de los mismos teflidos con hematoxilina-eosina (Adaptado de Ross y col., 2004).

El estrato granuloso en los foliculos antrales estd rodeado por la teca, que se diferencia
en dos capas: una interior, glandular y vascularizada, llamada teca interna, y otra exterior,

formada por tejido conectivo y, en algunos casos, células musculares lisas, denominada teca
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externa. La membrana basal que limita la capa de células de la granulosa de la teca interna se
encuentra muy desarrollada en este estadio. En los grandes foliculos terciarios las células de la
granulosa que rodean intimamente al ovocito se vuelven cilindricas y se disponen radialmente
formando la corona radiada que nutre al ovocito. Estas células permanecen junto al ovocito
incluso después de la ovulacién en la mayoria de las especies (Dellmann y Eurell, 1998).

(figura 3).

Tabla 1: Clasificacion morfoldgica de foliculos ovéricos méds empleada para bovinos (Adaptado de Braw-
Tal y Yossefi, 1997; Aerts y Bols, 2010).

Diametro Diametro del Presencia Presencia
Capasde CG N°’de CG . .
folicular (um) ovocito (um) deZP deTI
Primordial
Hmor 1 <10 planas <40 30 No No
(tipoT)
Primario 10-40
. 1-1,5 L 40-80 31 No No
(tipo II) cubicas
Preantral pequefio
. 2-3 41-100 81-130 49 No No
(tipo IIT)
Preantral grande
. . 4-6 101-250 131-250 69 + +
(tipo IV)
Antral
. >6 >250 250-500 93 4= ++
(tipo V)

CG: células de la granulosa, N°: nimero, ZP: zona pelicida, TI: teca interna.
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1.2. FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVINO

El ciclo estral representa el patrén ciclico de la actividad ovérica 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 (Forde y col., 2011).
Estos patrones son independientes de la estacion del aio, por lo que las hembras bovinas son
consideradas como poliéstricas continuas (Garcia Sacristan, 1995; Hafez y Hafez, 2000). El
comienzo de los ciclos estrales ocurre en el momento de la pubertad, la que ocurre 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, y consiste en dos fases: la fase
lutea (14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias). La fase ldtea es el periodo que sigue a la
ovulacion y es donde se presenta un CL estructural y funcionalmente completo, mientras la
fase folicular es el periodo que sigue a la lisis del CL (lutedlisis) hasta la ovulacién. Durante
la fase folicular se produce la maduracién final y la ovulacién del foliculo preovulatorio. A su
vez, estas fases se subdividen en proestro (etapa donde se da el crecimiento final del foliculo
preovulatorio), estro (etapa donde se produce el comportamiento estral), metaestro (etapa
donde se produce la ovulacién) y diestro (etapa donde el CL es funcionalmente competente)
(Forde y col., 2011). Toda esta serie de eventos estdn regulados por hormonas provenientes
del hipotdlamo (GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas), hipéfisis (FSH: hormona
foliculoestimulante, y LH: hormona luteinizante), ovarios (progesterona, estrogeno, ihibina,
entre otras) y utero (PGF2a), las cuales funcionan a través de un sistema de retroalimentacion

positiva y negativa para gobernar el ciclo estral (Forde y col., 2011) (figura 4).

Proestro

Es el tiempo inicial de la fase folicular que comienza con la regresién estructural y
funcional del CL y termina con el inicio del estro. Conforme el CL regresa y las
concentraciones de progesterona disminuyen, van aumentando las concentraciones de
estradiol, que cumple una funcién importante en el aumento del tono uterino (Bonafos y col.,

1995; Hafez y Hafez, 2000).

Estro
Es la dltima fraccion de tiempo de la fase folicular, puede durar 18+/- 6 hs. Durante el
estro, el estradiol alcanza su médxima concentracion circulante y, en forma asociada con la

caida de los niveles de progesterona, se da el inicio del comportamiento sexual receptivo o
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celo. A nivel endocrino, el centro ciclico hipotaldmico recibe el estimulo de los estrégenos y
se produce el pico de GnRH y, en consecuencia, el pico de LH y FSH. Dicha onda de LH,
precede en aproximadamente 24 - 30 horas a la ovulacién (Roelofs y col., 2005; Forde y col.,

2011).

Metaestro

Es el periodo inmediato a la finalizacién del celo. En este periodo ocurre la ovulacion
en el bovino, a diferencia de otras especies que lo hacen durante el estro, y comienza la
organizacion celular y desarrollo del CL. Se extiende durante 6 dias segin algunos autores
(Fortin, 1989; Callejas, 2001) o 3-4 dias segun otros (Forde y col., 2011). Implica la
luteinizacion de células foliculares del foliculo dominante anterior, un proceso complejo que
involucra la remodelacién del estroma y vasos sanguineos y transformacion bioquimica de las
células productoras de andrégenos (teca) y estrogenos (granulosa), en células productoras de

progesterona (Niswender y col., 2000).

Diestro

Comienza luego del metaestro y finaliza con la regresion del CL. A través del diestro,
el CL maduro mantiene concentraciones maximas de progesterona mientras las ondas de
crecimiento folicular contintdian siendo iniciadas por la liberacién de la FSH. Sin embargo, los
foliculos dominantes que crecen durante esta fase del ciclo no ovulan, debido a la
retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la liberacion ciclica de LH (Forde y col.,
2011; Sartori y Barros, 2011). En ausencia de prefiez, la regresion estructural y funcional del
CL ocurre espontaneamente en respuesta a la prostaglandina F2a (PGF2a) durante el final del

diestro, para formar un cuerpo albicans al comienzo del proestro.

1.2.1. Desarrollo folicular: Regulacion endocrina

La foliculogénesis se compone de una compleja serie de eventos interrelacionados y
altamente coordinados, que incluyen reclutamiento de foliculos primordiales, proliferacién de
c€lulas de la granulosa/teca, maduracion de ovocitos, esteroidogénesis y ovulacion (Richards
y Hedin, 1988; McLaughlin y Mclver, 2009). Cada una de estas etapas implica un didlogo
paracrino entre las capas celulares de ovocitos y granulosa/teca, principalmente mediado por
una amplia gama 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
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col., 2013). La luteinizacion completa el ciclo de vida folicular, proporcionando soporte

hormonal para la implantacién subsiguiente y la prefiez temprana (Devoto y col., 2009;

Oktem y Urman, 2010; Field y col., 2014).
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Figura 4: Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada una de las etapas de
las fases folicular y luteal (Adaptado de Gasque Goémez, R. (2008) Enciclopedia bovina. Facultad de
medicina veterinaria y zootecnia. UNAM).

En el feto bovino hembra, se produce la formacién de los foliculos primordiales

aproximadamente en el dia 140 de la gestacion (Riisse, 1983). El reclutamiento inicial de

foliculos comienza inmediatamente después de su creacion, y continda sin interrupcion hasta

el agotamiento de la reserva ovdrica. Incluso durante la vida fetal se desarrollan foliculos
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antrales, y en la vaca los primeros foliculos antrales pueden ser identificados alrededor del dia
230 de gestacion (Riisse, 1983). El desarrollo de foliculo primordial a foliculo preovulatorio
es un evento prolongado, estimado en 180 dias en la vaca (Lussier y col., 1987). Se ha
establecido que el desarrollo de los foliculos antrales requiere un promedio de 42 dias en la
vaca, o el equivalente a dos periodos de celo, por lo tanto, es en el estadio preantral donde
permanece por mds tiempo durante el desarrollo folicular. La activacién continua de foliculos
primordiales tiene un marcado contraste con el reclutamiento ciclico de foliculos antrales
durante el celo. Como resultado de la iniciacién incesante de foliculos primordiales, el
conjunto de foliculos antrales que forman la cohorte de foliculos en crecimiento es lo
suficientemente grande con cada aumento de FSH durante el estro (Aerts y Bols, 2010a).
Segtin Braw-Tal (2002), la activacion del crecimiento folicular se puede subdividir en dos
fases. En la primera fase, las células de la granulosa se someten a una transformacion de
planas a cuibicas. La segunda fase de crecimiento estd dominada por la proliferacion de las
células de la granulosa, y por la expansion de volumen del ovocito. En las vacas, el comienzo
del crecimiento del ovocito ocurre en foliculos con al menos 40 células de la granulosa en la
seccion transversal mayor (Braw-Tal, 2002; Aerts y Bols, 2010a).

El proceso reproductivo de los mamiferos estd regulado por una cascada compleja, a
través de la combinacién de actividades del sistema nervioso central (SNC), ciertos tejidos
secretores, tejidos diana y varias hormonas. El SNC recibe informacién del entorno del animal
(estimulos visuales, olfativos, auditivos, y tactiles) y transmite la informacién relevante para
la reproduccién a las génadas mediante el eje hipotdlamo-hipodfisis-ovario-titero (Hafez y
Hafez, 2000; Callejas, 2001).

En una hipétesis aceptada por diversos investigadores (Picton y col., 1998; Fortune,
2003), la regulacion del crecimiento del foliculo en la primera fase se basa en un delicado
equilibrio entre las sefales locales inhibidoras y estimulantes. Cuando, por razones aun
desconocidas, las sefiales de activacion adquieren predominio, multiples foliculos
primordiales inician el crecimiento. En la segunda fase, el foliculo activado comienza a
funcionar como una unidad auténoma. El ovocito produce dos factores que estimulan de
manera autocrina su crecimiento: el factor de crecimiento diferencial (GDF) 9 y proteina
morfogenética 6sea (BMP) 15. Por su parte, las células de la granulosa secretan kit ligando
(Braw-Tal, 2002; Aerts y Bols, 2010a).

El sistema hipotdlamo-hipofisario-ovérico coordina el proceso que destina a un
foliculo a ovular mediante el control del ciclo estral (Hillier, 2001). La hormona que regula la

funcion reproductiva es un decapéptido denominado GnRH, la cual es sintetizada en nucleos
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neurales del hipotdlamo y luego transportada a través de sus axones terminales a la eminencia
media hipotaldmica, para ingresar a la circulacion portal y ser liberada en la adenohipofisis.
La GnRH actua sobre las células gonadotropas de la hipofisis anterior, que son las encargadas
de sintetizar la LH y la FSH, y, tras su unidn a receptores de alta afinidad expuestos en la
membrana, estimula la liberacién de estas gonadotrofinas. Es indispensable que su secrecion
se dé en forma pulsatil, para la secrecién normal de gonadotrofinas hipofisarias (Hillier,
2001).

La FSH estimula el crecimiento de los foliculos ovaricos y la sintesis de estrégenos a
través de receptores presentes en la membrana de las células de la teca y de la granulosa. La
LH promueve la diferenciacién de las células de la granulosa, la expulsioén del ovocito y la
consecuente formacion del CL luego de la ovulacion (Geneser, 2005). Tanto la FSH como la
LH son secretadas a la circulaciéon en forma de pulsos y picos, y son reguladas por dos
sistemas: el tonico o generador de pulsos de la GnRH, y el ciclico o generador del pico
preovulatorio de GnRH (Hafez y Hafez, 2000; Callejas, 2001; Hillier, 2001; Geneser, 2005).
El primero, produce el nivel basal circulante, siempre presente, de hormonas hipofisarias, las
cuales promueven el desarrollo de los elementos germinales y endocrinos de las génadas. El
segundo, opera agudamente, siendo evidente por sélo 12 a 24 horas en cada uno de los ciclos
reproductivos de la hembra. El modo ciclico tiene por funcién desencadenar el pico
preovulatorio de LH y, en consecuencia, la ovulacién (Hillier, 2001; Geneser, 2005).

Ademads de requerir la pulsatilidad de GnRH, existe una regulaciéon de parte de las
hormonas ovdricas tanto en la hipéfisis como en el hipotdlamo. Las concentraciones ténicas
de FSH y de LH son controladas por retroalimentacién endocrina negativa desde las génadas.
La frecuencia y amplitud de los pulsos de FSH y LH estdn influenciadas por las
concentraciones circulantes de progesterona y estradiol. El principal efecto del estradiol es
inhibir la liberacién de FSH hipofisaria, conjuntamente con otros factores como IGFs,
inhibina y foliculostatina, que producen los foliculos antrales y sinergizan el efecto del
estradiol (Wiltbank y col., 2002; Adams y col., 2008; Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010;
Rodriguez y col., 2015). La respuesta diferencial al mismo ambiente de FSH parece ser
fundamental en la seleccion del foliculo dominante y en la regresion de los foliculos
subordinados.

En ausencia de gonadotrofinas, los foliculos pueden desarrollarse hasta las etapas
preantrales finales o estadios antrales tempranos (Roche, 1996; Knight y Glister, 2001). La
dependencia a FSH del foliculo parece coincidir con la diferenciacion de células de la

granulosa en dos subtipos (las que dan origen al cimulo y las murales), y por lo tanto, la
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formaciéon de antro (Richards, 2001). A pesar de que los foliculos pre-antrales pueden
desarrollarse independientemente de la disponibilidad de FSH, los receptores de FSH ya estidn
presentes en las células de la granulosa de foliculos primarios (Oktay y col., 1997; Findlay y
Drummond, 1999). Por tanto, es concebible que el desarrollo 6ptimo de los foliculos pre-
antrales se alcanza sélo en la presencia de gonadotrofinas (Cortvrindt y col., 1997) (figura 5).
La importancia de las gonadotrofinas en la cascada de eventos de desarrollo folicular se
complica ain mds por la produccion y secrecion de factores moduladores de la actividad de
las gonadotrofinas a nivel celular. Estos factores moduladores locales incluyen la familia del
factor de crecimiento transformante [ (por ejemplo, inhibina y activina), y factor de
crecimiento similar a insulina-1 (IGF1). La inhibina y la activina son a la vez secretadas por
células de la granulosa. En cooperacion con estradiol, inhibina funciona como un supresor de
la FSH a través de un sistema de retroalimentacién negativa en la gldandula pituitaria.
Localmente la inhibina actda sensibilizando las células de la teca a la LH, causando un
aumento de la produccion de andrégenos. La activina estimula la proliferacion de las células
de la granulosa, la expresion del receptor de FSH, y la produccion de estrégenos (Knight y
Glister, 2001). El IGF1 tiene un efecto sinérgico sobre la actividad de las gonadotrofinas

(Armstrong y col., 2000; Aerts y Bols, 2010a).

[ Gonadotrofina-independiente ] Gonadotrofina-no dependiente I Gonadotrofina-dependiente l
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o%g
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Figura 5: Progresion folicular a través de las sucesivas etapas de desarrollo y su respuesta a las
gonadotrofinas hipofisarias. (Adaptado de Knight y Glister, 2006).

La FSH, como se menciond anteriormente, tiene una funcién importante en el inicio
de la formacién de la cavidad antral. Los foliculos preantrales en su etapa tardia asi como los
foliculos antrales tempranos, expresan receptores para dicha hormona (FSHR). Esta
gonadotrofina, estimula la mitosis de las células de la granulosa, la formacién del LF y la
actividad esteroidogénica del foliculo maduro. Estos eventos responden a cambios en los
patrones de expresion de los receptores de gonadotrofinas (LHR y FSHR) como de enzimas
esteroidogénicas (citocromo P450 aromatasa, 3p-hidroxiesteroide-deshidrogenasa) que

ocurren en este estadio del desarrollo folicular y en cada uno de los estratos celulares que
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integran los foliculos (Bao y Garverick, 1998; Webb y col., 1999; Zurvarra y col., 2009;
Pretheeban y col., 2010; Alfaro y col., 2012). Por otro lado, las concentraciones séricas
basales de LH, interaccionan con los receptores gonadotréficos presentes en las células de la
teca interna de los foliculos antrales y estimulan la produccién de andrdgenos y bajas
cncentraciones de estrogenos (principalmente 17f-estradiol). Estos andrégenos son secretados
a los capilares o bien atraviesan la ldmina basal para alcanzar la capa de células de la
granulosa donde se produce su aromatizacion por accidon de las enzimas esteroidogénicas
(figura 6). Al mismo tiempo, conforme avanza el desarrollo del foliculo dominante, los
niveles basales de LH actian conjuntamente con la FSH en la estimulacién de la secrecion de
estrégenos, dada la presencia de receptores de LH en las células de la granulosa de foliculos
maduros (Bodensteiner y col., 1996; Robert y col., 2003). El aumento en el nimero total de
receptores de LH en el foliculo maduro, lo hacen sensible a las altas concentraciones de LH
de la onda preovulatoria, al mismo tiempo que lo preparan para el proceso de luteinizacion
posterior a la ovulaciéon (Jolly y col., 1994; Mihm y Austin, 2002; Wiltbank y col., 2002). El
aumento en la concentracién de estrogenos circulantes debido a la marcada actividad
esteroidogénica del foliculo dominante, tiene un ef<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>