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INTRODUCCION

La eficiencia productiva en bovinos de carne y leche se basa en la obtenciéon de
buenos indices reproductivos con altas tasas de fertilidad y bajos intervalos parto-
parto. Sin embargo, para lograr altas tasas de concepcion, las vacas deben reanudar
su ciclicidad ovarica, tener una involucion uterina normal, ser detectadas en estro, e
inseminadas lo mas rapido posible luego del parto. La performance reproductiva de
cada vaca afecta la eficiencia de produccién de leche o carne en el rodeo, por su
influencia en el intervalo parto-primer servicio, parto-parto, duracion de la lactancia y
porcentaje de reposicion.

Para el establecimiento de la dominancia folicular y la consecuente ovulacién, es
necesaria una adecuada cooperacion entre factores hormonales y metabdlicos. Esto
se exacerba en el posparto inmediato, donde las demandas metabdlicas de la
lactancia compiten con las de la reproduccion. En este contexto, aunque los ejes
somatotréfico y gonadotréfico han sido relacionados entre si durante el crecimiento y
la maduracién sexual, el rol de la hormona de crecimiento (GH) en la reproduccién
generalmente ha sido considerado como poco relevante (Ogilvy-Stuart y Shalet, 1992).
Sin embargo, pueden encontrarse en la literatura trabajos que demuestran que la GH
afecta directamente la esteroideogénesis, gametogénesis y diferenciacion gonadal, asi
como la secrecién de gonadotrofinas y la capacidad de respuesta a las mismas
(Perez-Ibave et al., 2014). Asimismo, ha sido descripto que el ovario es un sitio de
accién directa de la GH (Katz et al.,, 1993), y la presencia de su receptor ha sido
reportada hace tiempo en diferentes componentes foliculares (Lucy et al., 1993,
Izadyar et al., 1999). Ademas, mientras que estas acciones pueden reflejar roles
endocrinos de la GH hipofisaria, también pueden estar relacionadas a funciones
paracrinas y autocrinas, ya que se ha demostrado la expresion del ARNm de GH en
tejidos reproductivos de diferentes especies (Hull y Harvey, 2000; Silva et al., 2009),
incluyendo el ovario bovino (Izadyar et al., 1999).

Por lo tanto, considerando las funciones de la GH y su estrecha asociacion con la
fisiologia ovarica, planteamos como hipotesis general que una alteracion en sus
mecanismos de accion intraovaricos, podria afectar el restablecimiento de la actividad
ovarica favoreciendo ademas el desarrollo de ciertos trastornos reproductivos como la
enfermedad quistica ovarica (EQO).
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OBJETIVOS

Evaluar mediante la técnica de inmunohistoquimica indirecta (IHQ) la localizacion del
receptor de la hormona del crecimiento (GHR) en foliculos ovaricos bovinos en
diferentes estadios de desarrollo.

METODOLOGIA
Animales utilizados

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron ovarios obtenidos a partir de vacas
Holando Argentino (n=3) con ciclos estrales regulares de acuerdo a la deteccion previa
del estro, palpacion rectal y ultrasonografia. Los ciclos estrales de dichos animales
fueron sincronizados utilizando el protocolo G6G-Ovsynch. El inicio del estro fue
confirmado por examen rectal y ultrasonografia y designado como dia cero del ciclo.
Adicionalmente se obtuvieron ovarios de vacas Holando Argentino en playa de faena
de frigorificos (n=3), seleccionando aquellos de animales no prefados, sin cuerpo
luteo activo, y sin evidencias de patologias en el sistema reproductivo.

Protocolo de sincronizacion

El protocolo G6G-Ovsynch en los animales a campo, consiste en una administracion
de prostaglandina F2a (PGF2a) y la aplicaciéon, 2 dias después, de una dosis de
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que distara por 6 dias de la
administracion de GnRH del protocolo Ovsynch (dia 0). Dicho protocolo contintia con
una aplicacion de PGF2a al dia 7, y finalmente otra dosis de GnRH al dia 9 (Bello et
al., 2006). Se observo el comportamiento de los animales 24 h después de la ultima
administracion de GnRH para detectar el inicio del celo. Asimismo, la ovulacién fue
confirmada mediante ultrasonografia y designada como dia 1 del ciclo estral. Durante
la sincronizacion se realizd el seguimiento de los animales por ultrasonografia
utilizando un equipo con un transductor transrectal de doble frecuencia de onda (5.0-
7.5Mhz) (Chisson 8300 Digital, China) de acuerdo a la técnica descripta por Siriois y
Fortune (1988). Las imagenes fueron almacenadas y utilizadas para efectuar las
mediciones de las estructura foliculares ovaricas.

Obtencidén de las muestras ovaricas

Los ovarios fueron obtenidos en playa de faena o removidos por ovariectomia
transvaginal bajo anestesia epidural de acuerdo a técnicas descriptas previamente por
nuestro grupo de trabajo (Marelli et al., 2014). En el caso de animales a campo, previo
a la castracion, los foliculos dominantes fueron aspirados. El liquido folicular (LF)
obtenido fue refrigerado inmediatamente hasta su arribo al laboratorio donde fue
conservado a -80°C hasta su procesamiento para la obtencién de células foliculares y
la realizacion de las determinaciones hormonales. Antes del procesamiento, los
ovarios fueron fotografiados para registrar su tamano y realizar una descripcion
detallada de las estructuras foliculares encontradas. Por otra parte, los ovarios fueron
fijados en formol bufferado al 10% y procesados mediante técnicas histolégicas de
rutina hasta su inclusion en parafina. Finalmente, se realizaron cortes histolégicos
coloreados con hematoxilina-eosina para una caracterizacion morfolégica inicial.
También se almacenaron muestras de tejidos a -80°C para ser analizadas por western
blot.



Deteccion del receptor de la hormona del crecimiento en muestras de ovarios
bovinos

Western blot

Esta técnica se utilizé a los fines de evaluar la especificidad del anticuerpo anti-GHR
(anti- human growth hormone receptor antibody ab202964, Abcam) en muestras de
pared folicular completa. Para ello se procesaron entre 60-80 mg de tejido en buffer
RIPA (RadiolnmunoPrecipitation Assay) con inhibidores de proteasas utilizando un
homogeinizador manual UltraTurrax® T25 Basic. El homogenato fue centrifugado y el
sobrenadante, conteniendo los extractos proteicos totales, fue recuperado. La
concentracion de proteinas totales fue determinada mediante el método colorimétrico
de Lowry (Lowry et al., 1951). Dichos extractos fueron analizados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), sembrando 40 ug de proteinas totales por calle. A continuacion, las proteinas
separadas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (GE) para realizar la
inmunodeteccion con el anticuerpo anti-GHR (1:5000) mencionado anteriormente. La
banda inmunoreactiva correspondiente al GHR fue evidenciada utilizando un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (GE Healthcare) y la reaccion fue
visualizada mediante quimioluminiscencia (ECL Plus, GE Healthcare).

Inmuhistoquimica indirecta

Secciones histologicas de ovarios bovinos fueron analizadas por IHQ con el propdsito
evaluar la expresion del GHR. Para ello se utilizé el método de estreptavidina-biotina-
peroxidasa que se describe a continuacion. En primer lugar, los cortes histolégicos
fueron desparafinados y se realiz6 una recuperacion antigénica leve mediante el
tratamiento de los mismos en microondas en buffer citrato de sodio 0,01 M (pH=6,0).
La actividad de la peroxidasa enddgena fue inhibida con H,O, al 3% (vol/vol) en
metanol, y las uniones no especificas fueron bloqueadas con suero normal de cabra al
10% (vol/vol). Los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario anti-GHR
mencionado en el item anterior en una dilucion 1:100 durante 18 h a 4°C. Luego de
lavar, los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario 1:100 (Goat anti-rabbit
IgG-B biotin conjugated, Santa Cruz) durante 30 min a temperatura ambiente. Los
antigenos fueron visualizados con estreptavidina-biotina (CytoScanHRP Detection
System, Cell Marque) y 3,3-diaminobencidina (2-Component DAB Pack, BioGenex)
como cromogeno. Finalmente, los cortes fueron lavados en agua destilada,
contracoloreados con hematoxilina, deshidratados, y montados. Las imagenes
microscopicas fueron digitalizadas con camara Nikon DS - Fi2 montada en un
microscopio convencional (Nikon Eclipse Ni), utilizando objetivos de 4X y 40X.

RESULTADOS

Mediante el analisis por western blot de muestras de tejido de pared completa de
foliculos de ovarios bovinos se observé una unica banda inmunoreactiva de 110-120
kDa correspondiente al receptor de membrana GHR. Estos resultados permitieron
confirmar la especificad del anticuerpo primario anti-GHR previo a su utilizaciéon en
ensayos de IHQ.

Por otra parte, mediante la técnica de IHQ se evidencié una marcacién homogénea y
abundante en células de la granulosa de las estructuras foliculares mas pequefias
como ser foliculos primordiales, de transicion, y primarios. Mientras tanto, los foliculos
en estadios de desarrollo mas avanzados como son preantrales y antrales, asi como



los atrésicos presentan una clara marcacion en células de la teca, no observada en las
estructuras pequenas.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran una localizacion diferencial del GHR en
las distintas estructuras foliculares analizadas. En este sentido, se evidencié una
intensa marcacion del receptor en células de la granulosa de foliculos en los primeros
estadios de desarrollo y en células de teca en estadios mas avanzados. Considerando
que GH cumple un rol importante durante la dinamica folicular estimulando la
proliferacion de las células foliculares en diferentes etapas, podemos inferir que las
modificaciones en sus niveles de expresion pueden ser eslabones fundamentales en la
patogenia de enfermedades ovaricas y en desequilibrios enddécrinos.
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