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11βHSD 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
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ACTH  Hormona adrenocorticotrópica 

ADH Hormona antidiurética 

ADN   Ácido desoxirribonucleico 

ADNc   Ácido desoxirribonucleico copia 

AMPc  Adenosina monofosfato cíclico 

ARN   Ácido ribonucleico 

ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 

BSA   Albúmina sérica bovina 

CaCl2   Cloruro de calcio 
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COD   Enfermedad quística ovárica 

Ct   Ciclo umbral (del inglés: Cycle thershold)  

CYP17A1  Enzima citocromo P450 17α-hidroxilasa/17,20-liasa 

CYP19A1 Enzima citocromo P450 aromatasa 

DAB   3,3-Diaminobencidina 

DEPC  Dietil pirocarbonato 
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dNTP   Desoxinucleótido trifosfato 

DTT 

EDTA  

Ditiotreitol 

Ácido etilendiaminotetraacético 

EIA   Enzimoinmunoanálisis 

ERG   Elementos de respuesta a glucocorticoides 

FSH   Hormona folículo estimulante 

FSHR   Receptor de hormona folículo estimulante 

GAPDH  Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GC   Glucocorticoides 

GFG Globulinas fijadoras de glucocorticoides 

GnRH  Hormona liberadora de gonadotropina 

GR   Receptor de glucocorticoides 

GRα   Receptor de glucocorticoides isoforma α 

GRβ   Receptor de glucocorticoides isoforma β 

HSP90  Proteína de golpe térmico 90KDa 

IGF   Factor de crecimiento análogo a la insulina 

IgY   Inmunoglobulina Y 

IL-1β   Interleuquina 1β   

IL-6 Interleuquina 6 

KCl   Cloruro de potasio 

KDa   Kilodalton 

Kg Kilogramo 

KH2PO4 Fosfato ácido de potasio 

LH   Hormona luteinizante 

LHR   Receptor de hormona luteinizante 

mA   Miliamperes 

MC1R  Receptor de melanocortina tipo 1 

MC2R  Receptor de melanocortina tipo 2 

MC3R  Receptor de melanocortina tipo 3 

MC4R  Receptor de melanocortina tipo 4 
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MC5R  Receptor de melanocortina tipo 5 

MCRs  Receptores de melanocortinas 

MEC   Matriz extracelular 

mg   Miligramo 

MgCl2  Cloruro de magnesio 

MgSO4  Sulfato de magnesio 

MHz  Megahercios 

ml   Mililitro 

mm   Milímetro 

mm Hg Milímetro de mercurio 

MMLV  Moloney Murine Leukemia Virus 

MR Receptor de mineralcorticoides 

MRAP Proteína accesoria del MC2R 

MSH   Hormona estimulante de melanocitos 

NaCl   Cloruro de sodio 

NAD+  Nicotinamida adenina dinucleótido 

NADPH  Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NaHCO3  Bicarbonato de sodio 

ng   Nanogramo 

nM   Nanomolar 

O2   Oxígeno 

pb   Pares de bases 

PBS   Buffer Fosfato Salino 

PGF2α Prostaglandina F2α 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

pg   Picogramo 

PM   Peso molecular 

POMC  Proopiomelanocortina 

RE Retículo endoplasmático 

SDS   Dodecil sulfato de sodio 
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SEM   Error típico de la media 

SNC   Sistema nervioso central 

TBS-T Buffer tris salino-Tween 

TGF-β  Factor de crecimiento transformante β  

TNFα Factor de necrosis tumoral α 

UI Unidades internacionales 

V   Voltio 

W   Vatio 

α-MSH  Hormona estimulante de melanocitos α 

β-MSH  Hormona estimulante de melanocitos β 

γ-MSH  Hormona estimulante de melanocitos γ 
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Figura 1 Desarrollo folicular. Esquema de un corte longitudinal de ovario adulto en el 

cual se observan las distintas categorías de folículos en crecimiento, la 

ovulación, cuerpo lúteo y cuerpo blanco (Modificado de Enciclopedia 

Británica, 2007). 
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Figura 2 Principales categorías de folículos en reposo y en crecimiento con sus 

componentes (Adaptado de Ross y col. 2004). 
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Figura 3 Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el eje hipotálamo-

hipófisis y el ovario. (Gartner y Hiatt, 1997). 
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Figura 4 Biosíntesis de esteroides en el ovario. Adaptado de Drummond, 2006. 
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Figura 5 Diagrama del ciclo estral bovino, en un modelo de 2 ondas foliculares, 

mostrando los niveles hormonales en cada una de las de las fases folicular y 

luteal (Adaptado de Enciclopedia Bovina. Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia. UNAM). 
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Figura 6 Fases de reclutamiento, selección y dominancia en un patrón de crecimiento de 

3 ondas durante un ciclo estral bovino en un modelo de 3 ondas. Adaptado de 

Aerts y Bols, 2010b. 
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Figura 7 Procesamiento post-traduccional de la molécula precursora 

proopiomelanocortina (POMC). En la figura se muestran los sucesivos 

productos del clivaje de POMC. Adaptado de M.W. King (1997). 
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Figura 8 Interconversión de cortisol y cortisona por la oxidación o reducción enzimática 

en el carbono 11 (C11), catalizada por las isoformas de 11β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (11βHSD). Adaptado de Michael y col., 2003. 

 

28 

Figura 9 Estructura funcional del receptor de glucocorticoides (GR). La proteína del GR 

tiene 3 dominios: el amino terminal, el de unión al ADN (DBD, de DNA 

binding domain) y el carboxilo terminal para unión a la hormona. También se 

muestran las zonas de unión independiente del ligando (AF-1) y dependiente 

del ligando (AF-2) relacionadas con las funciones de activación transcripcional 

(www.fotosimagenes.org). 
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Figura 10 Organización genómica del gen del receptor de glucocorticoides (GR) y las 

diferentes isoformas que genera. Las secuencias de los exones que se traducen 

se muestran como áreas oscuras, mientras que los extremos 5’ y 3’ no 

traducidos de los exones 1 y 9 se muestran como zonas más claras. Los 

intrones se representan como líneas. (Cosío y col., 2005). 
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Figura 11 Mecanismo de acción del receptor de glucocorticoides (GR): en la sangre, los 

glucocorticoides (GC) se encuentran ligados a las globulinas fijadoras de 

glucocorticoides (GFG). En el citoplasma celular se une a su receptor 

específico (GR), se produce la dimerización y translocación al núcleo donde 

ejercen su acción sobre el ADN. Allí se une a secuencias específicas de bases, 

denominadas elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG) y de esta 

manera, actúa sobre el gen promotor, e induce la síntesis de ARN mensajero. 

Éste sale al citoplasma y es traducido en los ribosomas, para formar proteínas 

que son secretadas o permanecen dentro de la misma célula (Adaptado de 

Gómez Ordóñez y col., 2007). 
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Figura 12 Técnica de aspiración folicular guiada por ecografía. 
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Figura 13 Técnica de ovariectomía bilateral a través de abordaje transvaginal. 
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Figura 14 Protocolo de sincronización de celos e inducción de quistes ováricos foliculares 

mediante administración de ACTH. 
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Figura 15 Técnica de ovariectomía bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo. 
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Figura 16 Ovarios provenientes de playa de faena. A: ovarios sanos con folículos 

terciarios grandes y CL. B: ovarios con estructura quística de diámetro superior 

a 30 mm en uno de ellos. 
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Figura 17 Esquema ilustrativo del protocolo general de cultivo de tejidos de diferentes 

folículos terciarios grandes (n=6) y folículos quísticos (n=6) de ovarios 

bovinos. 

 

57 

Figura 18 Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro (Rainbow™, RPN800E, 

GE Healthcare). 
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Figura 19 (A) Imagen ecográfica de un quiste espontáneo en el momento de la aspiración 

folicular guiada por ecografía. (B) Ovarios de una vaca con COD espontánea 

obtenidos mediante ovariectomía bilateral. 

 

75 

Figura 20 Características morfológicas de los folículos preovulatorios y los quistes en el 

momento de la ovariectomía. Se muestran las imágenes de ultrasonografía 

seleccionadas y las características histológicas. Los valores están representados 

como la media ± SEM. Las barras con letras diferentes son significativamente 

diferentes (p <0,05). G: granulosa; TI: teca interna, TE: teca externa. 
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Figura 21 Concentraciones séricas de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en 

animales tratados con ACTH y controles durante el protocolo experimental. 

Los resultados se expresan como la media ± SEM. Se analizaron los datos 

obtenidos de muestras recolectadas durante el tratamiento con ACTH y hasta 

una semana después de la finalización del mismo. D: efecto de días del 

experimento; T: efecto del tratamiento; D*T: efecto de interacción entre días y 

tratamiento. Los valores con superíndices indican diferencias (*p<0,05 y 

**p<0,01) entre los grupos tratados y control. 
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Figura 22 

 

Concentraciones de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en suero y 

líquido folicular en el momento de la ovariectomía. Las barras representan la 

media ± SEM para cada hormona en el suero y en el líquido folicular. Las 

diferentes letras indican diferencias  significativas (p<0,05). 
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Figura 23 Efectos de la ACTH sobre la secreción de estradiol, progesterona, testosterona 

y cortisol sobre la pared de folículos terciarios y folículos quísticos. Las barras 

representan la media ± SEM. Las diferencias relativas a la secreción basal se 

indican como *p<0,05. Las diferencias en la secreción basal entre folículos 

terciarios y quísticos se indican como †p<0,01. 
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Figura 24 Efectos de la ACTH sobre la expresión de 11βHSD1 analizada por Western 

Blot en la pared de folículos terciarios grandes y quísticos cultivados in vitro. 

Los valores se representan como la media ± SEM. Las diferencias en la 

expresión basal y estimulada con ACTH entre folículos terciarios grandes y 

quísticos se indican como: ## p<0,01. Las diferencias relativas a la condición 

basal se indican como: *p<0,05. 
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Figura 25 Efectos de la ACTH sobre la expresión de 11βHSD2 analizada por Western 

Blot en la pared de folículos terciarios grandes y quísticos cultivados. Los 

valores se representan como la media ± SEM. Las diferencias en la secreción 

basal y estimulada con ACTH entre folículos terciarios grandes y quísticos se 

indican como: #p<0,05 y ## p<0,01. Las diferencias relativas a la secreción 

basal se indican como: *p<0,05. 
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Figura 26 

 

Cuantificación relativa del ARNm de la enzima 11βHSD1 por PCR en tiempo 

real en células de la teca de folículos terciarios pequeños (FP), medianos (FM) 

y grandes (FG) controles y en folículos quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 se 

representan como la media ± SEM. Las diferentes letras indican diferencias 

significativas (p<0,05). 
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Figura 27 Expresión proteica de 11βHSD1 en muestras de pared completa de folículos 

terciarios pequeños (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quísticos (FQ), de 

ovarios provenientes de frigorífico, mediante Western Blot. Los valores de 

densidad óptica están representados como la media ± SEM. Las diferencias 

significativas entre la expresión del monómero (34KDa) y el dímero de la 

proteína (68KDa) en todas las categorías foliculares se indican como: 

**p<0,01. 
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Figura 28 Imágenes representativas de la inmunomarcación de 11βHSD1 en folículos 

primarios, secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos 

primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de los grupos con COD 

espontánea e inducida con ACTH. Con diaminobencidina se marcan los 

citoplasmas de las células de la granulosa y de la teca interna de los distintos 

folículos. X40. 
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Figura 29 

 

 

 

Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD1 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control. Los valores están 

representados como media ± SEM. Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 30 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD1 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de los animales con COD 

espontánea. Los valores están representados como media ± SEM. Las barras 

con diferentes letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 31 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD1 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de los animales con COD inducida 

con ACTH. Los valores están representados como media ± SEM. Las barras 

con diferentes letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 32 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD1 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios 

(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y atrésicos (FA) del grupo control, y 

además en folículos quísticos (FQ) de animales con COD espontánea e 

inducida con ACTH. Los valores están representados como media ± SEM. Las 

barras con diferentes letras entre cada categoría folicular tienen diferencias 

significativas (p<0,05). Las diferencias relativas de la expresión en folículos 

quísticos con relación a la expresión en los folículos terciarios controles se 

indican como: * p<0,05 y ** p<0,01.   
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Figura 33 Expresión de 11βHSD2 en muestras de pared completa de folículos terciarios 

pequeños (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quísticos (FQ), de ovarios 

provenientes de frigorífico, por Western Blot. Los valores de densidad óptica 

están representados como la media ± SEM. 
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Figura 34 Imágenes representativas de la inmunomarcación de 11βHSD2 en folículos 

primarios, secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos 

folículos primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de los grupos 

con COD espontánea e inducida con ACTH. Con diaminobencidina se marcan 

los citoplasmas de las células de la granulosa y la teca interna de los distintos 

folículos. X40. 
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Figura 35 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD2 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control. Los valores están 

representados como media ± SEM. Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 36 

 

 

 

Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD2 en células de la granulosa y la teca interna de folículos ováricos 

primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de animales con COD 

espontánea. Los valores están representados como media ± SEM. Las barras 

con diferentes letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 37 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD2 en células de la granulosa y la teca interna de folículos ováricos 

primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de animales con COD 

inducida con ACTH. Los valores están representados como media ± SEM. Las 

barras con diferentes letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 38 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 

11βHSD2 en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios 

(FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y atrésicos (FA) del grupo control, y 

además en folículos quísticos (FQ) de animales con COD espontánea e 

inducida con ACTH. Los valores están representados como la media ± SEM. 
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Figura 39 Cuantificación relativa del ARNm del GR por PCR en tiempo real en células 

de la granulosa de folículos terciarios pequeños (FP), medianos (FM) y grandes 

(FG) controles y en folículos quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 están 

representados como la media ± SEM. 
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Figura 40 Cuantificación relativa del ARNm del GR por PCR en tiempo real en células 

de la teca de folículos terciarios pequeños (FP), medianos (FM) y grandes (FG) 

controles y en folículos quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 están representados 

como la media ± SEM. 
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Figura 41 Placa radiográfica representativa de un Western Blot que muestra la expresión 

de GR en la pared folicular de folículos terciarios medianos (FM) y grandes 

(FG) provenientes de material de frigorífico. 
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Figura 42 Imágenes representativas de la inmunomarcación del GR en folículos 

primarios, secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos 

folículos primarios, secundarios, preovulatorios, atrésicos y quísticos de los 

grupos con COD espontánea e inducida con ACTH. Con diaminobencidina se 

marcan los núcleos de las células de la granulosa y de la teca interna de los 

distintos folículos. X40. 
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Figura 43 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) del GR 

en células de la granulosa y de la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos de animales controles. Los valores están 

representados como la media ± SEM. Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 44 

 

 

 

Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) del GR 

en células de la granulosa y de la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de animales con COD espontánea. 

Los valores están representados como media ± SEM. Las barras con diferentes 

letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 45 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) del GR 

en células de la granulosa y de la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios, atrésicos y quísticos de animales con COD inducida 

con ACTH. Los valores están representados como la media ± SEM. Las barras 

con diferentes letras tienen diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 46 Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) del GR 

en células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios (FP), 

secundarios (FS), terciarios (FT) y atrésicos (FA) de ovarios controles y 

además en folículos quísticos (FQ) de ovarios con COD espontánea e inducida 

con ACTH. Los valores están representados como la media ± SEM. Las 

diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Las diferencias 

relativas de la expresión en folículos quísticos con relación  a la expresión en 

los folículos terciarios controles se indican como: * p<0,05 y ** p<0,01.   
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Figura 47 Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos específicos de PCR de 

punto final mostrando la expresión de los MCRs y genes controles en los 

componentes ováricos bovinos y en tejidos controles. FP: folículo pequeño; 

FM: folículo mediano; FG: folículo grande; G: granulosa; T: teca; CL: cuerpo 

lúteo; E: estroma; H: hígado; B: bazo; ME: médula espinal; L: linfocitos; A: 

adrenal. 
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Figura 48 Expresión relativa de los receptores de melanocortina (ARNm MCRs/ ARNm 

GAPDH) en las diferentes estructuras ováricas bovinas y en tejidos control. 

FP: folículo pequeño; FM: folículo mediano; FG: folículo grande; G: 

granulosa; T: teca; CL: cuerpo lúteo; E: estroma. Los valores están 

representados como la media ± SEM. Las barras con diferentes letras indican 

diferencias significativas (p<0,05). 
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La enfermedad quística ovárica (COD) es una importante causa de infertilidad en bovinos, 

y el estrés uno de los principales factores que influyen en su presentación. La hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH), principal hormona relacionada al estrés, ha sido implicada 

en mecanismos relacionados con la ovulación, la esteroidogénesis y la función luteal a 

través de los receptores de melanocortinas (MCRs). El presente estudio fue diseñado para 

determinar la acción del estrés en la COD mediante la evaluación de la influencia de la 

ACTH in vitro e in vivo sobre la esteroidogénesis, los patrones de expresión de los MCRs, 

las isoformas de la 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11βHSD) y los receptores de 

glucocorticoides (GR), comparándolo con lo que ocurre en animales que presentan la 

enfermedad de forma espontánea. Mediante RT-PCR pudo detectarse ARNm para los cinco 

tipos de MCRs en el ovario bovino y específicamente para el MC2R en las células de la 

teca. La estimulación in vitro con ACTH produjo un incremento en los niveles de cortisol y 

testosterona y en la expresión de 11βHSD1 en folículos terciarios y quísticos, y una 

disminución en la expresión de 11βHSD2 en quistes. La estimulación in vivo indujo un 

incremento en ambas enzimas a medida que los folículos maduraban. Además, los quistes 

espontáneos e inducidos mostraron un aumento en los niveles de expresión de 11βHSD1 en 

la granulosa en relación a los folículos terciarios controles. Por otro lado, la expresión del 

GR en la granulosa fue mayor en folículos terciarios y quísticos de animales con COD, en 

relación a los folículos terciarios de animales sanos. Estos resultados indican que la ACTH, 

a través de su efecto estimulante sobre la secreción de esteroides, puede estar directamente 

implicada en los mecanismos regulatorios de la función ovárica, y en este contexto se 

atribuiría un rol importante al cortisol en el desarrollo de la patogenia de la COD, dada la 

exposición de los quistes foliculares a altas concentraciones de glucocorticoides activos. 
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ABSTRACT 

Cystic ovarian disease (COD) is an important cause of infertility in cattle, and stress is one 

of the main factors that influence their presentation. The adrenocorticotropic hormone 

(ACTH), principal hormone associated with stress, has been implicated in mechanisms 

associated with ovulation, and the luteal steroidogenesis function through melanocortin 

receptors (MCRs). The present study was designed to determine the action of stress in the 

COD by evaluating the in vitro and in vivo influence of ACTH on steroidogenesis, the 

expression patterns of MCRs, 11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11βHSD) isoforms and 

glucocorticoid receptor (GR), compared to what happens in animals with spontaneous 

disease presentation. By RT-PCR, mRNA could be detected for the five types of MCRs in 

the bovine ovary and MC2R specifically fortheca cells. The in vitro stimulation with 

ACTH resulted in increased levels of cortisol and testosterone hormones and 11βHSD1 

expression in cystic and tertiary follicles, and a decrease in 11βHSD2 expression in cysts. 

The in vivo stimulation induced an increase in both enzymes while follicles were maturing. 

Furthermore, spontaneous and induced cysts showed increased expression levels in 

granulosa 11βHSD1 relative to controls tertiary follicles. On the other hand, the GR 

expression in granulosa tertiary follicles was greater in animals with cystic and COD, in 

relation to the tertiary follicles of healthy animals. These results indicate that the ACTH, 

through its stimulating effect on the secretion of steroids, could be directly involved in the 

regulatory mechanisms of the ovarian function, and in this context an important role could 

be attributed to cortisol in the development of the COD pathogenesis, given the follicular 

cysts exposure to high concentrations of active glucocorticoids. 
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1.1 Histofisiología del ovario 

El ovario es una combinación de glándula exocrina y endocrina, por producir tanto 

ovocitos (“secreción” exocrina) como hormonas ováricas, principalmente estrógenos y 

progesterona (secreción endocrina). La estructura del ovario normal varía de acuerdo con la 

especie, la edad y la fase del ciclo sexual. En el bovino, su forma es ovoide y está dividido 

en una corteza exterior y una médula interior. La médula es el área en la que están 

contenidos los nervios, un gran número de vasos sanguíneos y los vasos linfáticos. Consta 

de tejido conectivo laxo y hebras de tejido muscular liso, que se continúan con las del 

mesovario (Dellmann y col., 1993). La corteza es el área en la que se encuentran los 

folículos en diferentes estadios de desarrollo y atresia, así como el cuerpo lúteo (Dellmann 

y col., 1993; Geneser, 2005).   

El folículo es la estructura que permite al ovario cumplir su doble función de 

gametogénesis y esteroidogénesis (Hafez y Hafez, 2000). Es una unidad fisiológica 

equilibrada cuyo funcionamiento y morfología dependen de factores extracelulares como 

las gonadotropinas, y de un complejo sistema de relaciones intrafoliculares que actúan 

sobre sus diversos componentes: el ovocito, granulosa y teca. 

 

1.1.1 Foliculogénesis 

Los folículos primordiales (unilaminares, preantrales y en reposo) se componen de 

un único ovocito primario rodeado por una capa simple circundante de células epiteliales 

aplanadas, las células foliculares. Estos folículos surgen prenatalmente, como consecuencia 

de la proliferación mitótica de las masas celulares epiteliales internas de la corteza ovárica 

(Dellmann y col., 1993). La célula central de este acúmulo formado se denomina ovogonia 

y crece hasta formar el ovocito primario. A medida que el ovocito primario se diferencia, 

las células que lo rodean forman una monocapa de células planas foliculares. Los ovocitos 

primarios empiezan la primera división meiótica antes del nacimiento, pero la profase no se 

completa hasta el momento de la ovulación. En el momento del nacimiento puede haber en 

el ovario de las diferentes especies, hasta un millón de ovocitos potenciales. La mayoría de 
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ellos regresionan antes o después del nacimiento y solamente unos cientos son ovulados 

durante un periodo de vida reproductiva de la hembra.  

Los folículos primarios (unilaminares, preantrales y en crecimiento) se componen 

de un ovocito primario rodeado por un epitelio de células foliculares que puede ser de 

cuboidal simple a cilíndrico simple. En ovinos y bovinos además pueden encontrarse 

folículos denominados de transición en los cuales pueden observarse algunas células 

foliculares planadas y otras cuboidales dentro de la misma estructura (Braw-Tal y Yossefi, 

1997). 

Los folículos secundarios (multilaminares, preantrales y en crecimiento) se 

componen de un ovocito primario rodeado por un epitelio estratificado de células 

foliculares poliédricas denominado células de la granulosa. Los folículos secundarios se 

caracterizan por el desarrollo de la zona pelúcida, una capa glicoproteica de 3 a 5 um de 

grosor, que se sitúa alrededor de la membrana plasmática del ovocito. A medida que el 

desarrollo del folículo continúa se forman pequeñas áreas, llenas de líquido, entre las 

células de la granulosa. Hacia el final de la fase del folículo secundario comienza a 

formarse alrededor de las células de la granulosa una capa multilaminar vascularizada de 

células en forma de huso, las células de la teca. 

Los folículos terciarios (multilaminares, antrales y en crecimiento) también 

llamados folículos de de Graaf, se componen de un ovocito primario rodeado por un 

epitelio estratificado de células de la granulosa denominado cúmulo ovígero. En los 

folículos terciarios grandes las células de la granulosa que rodean íntimamente al ovocito se 

vuelven cilíndricas y se disponen radialmente formando la corona radiada que nutre al 

ovocito. Estas células permanecen junto al ovocito incluso después de la ovulación en la 

mayoría de las especies (Dellmann y Eurell, 1998). El antro folicular, que caracteriza a los 

folículos terciarios, se forma cuando las áreas rellenas de líquido, originadas entre las 

células de la granulosa de los folículos secundarios, se funden para formar una gran cavidad 

única que contiene el líquido folicular. Las células de la granulosa que forman el estrato 

granuloso están separadas de las células de la teca por la lámina basal. La mayoría de las 

células de la granulosa son poliédricas, pero las de la lámina basal pueden ser cilíndricas. 
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Las células de la teca se diferencian en dos capas, la teca interna que es vascular y la teca 

externa que es de soporte. Estas células tienen forma de huso y están localizadas en una red 

de fibras. En la teca interna hay capilares sanguíneos y linfáticos, pero éstos no penetran en 

el estrato granuloso. La teca externa consiste en una fina capa de tejido conjuntivo laxo con 

fibroblastos dispuestos concéntricamente alrededor de la teca interna (Figuras 1 y 2).  

 

 

Figura 1: Desarrollo folicular. Esquema de un corte longitudinal de ovario adulto en el cual se 

observan las distintas categorías de folículos en crecimiento, la ovulación, cuerpo lúteo y cuerpo 

blanco (Modificado de Enciclopedia Británica, 2007). 
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Figura 2: Principales categorías de folículos en reposo y en crecimiento con sus componentes 

(Adaptado de Ross y col. 2004). 

 

 

Todas las características mencionadas anteriormente (forma y capas de células de la 

granulosa, aparición de zona pelúcida, desarrollo de la teca folicular, etc.), constituyen los 

parámetros utilizados por los distintos investigadores para obtener una clasificación 

morfológica de los folículos ováricos (Tabla 1). 

 

 

Tabla 1: Clasificación morfológica de folículos ováricos más empleada para bovinos (Braw-Tal y 

Yossefi, 1997; Fortune, 2003; Palma, 2008; Aerts y Bols, 2010a). 
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1.1.2 Endocrinología del crecimiento folicular y la ovulación 

El proceso reproductivo de los mamíferos está regulado por una combinación de 

actividades del sistema nervioso central (SNC), el sistema endocrino, ciertos tejidos 

secretores de mensajeros químicos (factores de crecimiento), tejidos diana y la presencia de 

sistemas de regulación autocrina/paracrina dentro de las gónadas. La regulación de la 

actividad ovárica es un proceso integrado que abarca señales extraováricas y factores 

intrafoliculares (Webb y col., 2004). El ciclo estral está regulado por la interacción 

hormonal regida por el eje hipotálamo-hipófisis-ovario (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el eje hipotálamo-hipófisis y el 

ovario. (Gartner y Hiatt, 1997). 

 

El hipotálamo se encuentra en la base del cerebro, y sus neuronas producen la 

hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). La GnRH es un decapéptido sintetizado en 

los núcleos neurales del hipotálamo, y luego transportada a través de sus axones terminales 

a la eminencia media y desde aquí difunde a los capilares del sistema porta hipofisario y 
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por último a las células de la adenohipófisis. La GnRH estimula la síntesis y secreción de 

las hormonas hipofisarias folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). A su vez, algunos 

péptidos gonadales estimulan (activinas) o inhiben (inhibinas, folicustatina) la secreción de 

FSH a nivel de la hipófisis. 

La FSH y la LH son hormonas glicoproteicas; cada una de ellas está formada por 

dos subunidades diferentes α y β. La subunidad α es idéntica en las dos hormonas y la 

subunidad β es diferente y otorga especificidad biológica. Para que la hormona tenga 

acción biológica es necesaria la presencia de las dos subunidades y su mecanismo de acción 

se ejerce a través de la unión de la hormona a receptores ubicados en la membrana celular. 

Los receptores para FSH (FSHR) están sólo presentes en las células de la granulosa, 

mientras que los receptores para LH (LHR) están localizados tanto en las células de la 

granulosa como de la teca de los folículos antrales (Hafez y Hafez, 2000; Adams y col., 

2008).  

La FSH y la LH cumplen un papel fundamental en el control neuroendocrino del 

ciclo estral. La FSH tiene una función importante en el inicio de la formación del antro. Es 

responsable del crecimiento y maduración del folículo de de Graaf. Además, la FSH induce 

la sensibilidad de las células de la granulosa hacia la LH al incrementar el número de 

receptores para esta hormona. La LH es responsable de la ovulación y de la formación y 

mantenimiento del cuerpo lúteo (CL).  

La secreción de las hormonas FSH y LH hacia la circulación se realiza en forma de 

pulsos regulados por dos sistemas: tónico y cíclico. El sistema tónico regula el nivel basal 

circulante de hormonas hipofisarias, que permite el desarrollo de los elementos germinales 

y endocrinos de las gónadas. El sistema cíclico opera  por sólo 12 a 24 horas en cada uno 

de los ciclos reproductivos de la hembra y tiene por función desencadenar el pico 

preovulatorio de LH y, en consecuencia, la ovulación (Hafez y Hafez, 2000; Hillier, 2001). 

La liberación de LH y FSH es inducida, como se mencionó anteriormente, por 

pulsos de GnRH desde el hipotálamo; pero a su vez las concentraciones tónicas de LH y de 

FSH son controladas por retroalimentación negativa desde las gónadas. La frecuencia y 

amplitud de los pulsos de FSH y LH están influenciadas por las concentraciones circulantes 
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de progesterona y estradiol. Además, el ovario produce y secreta factores moduladores de 

la actividad gonadotrópica a nivel celular. Estos moduladores locales incluyen factores de 

la familia del factor de crecimiento transformante β (TGF-β), como por ejemplo inhibina y 

activina, y el factor de crecimiento análogo a la insulina (IGF). La Inhibina y la activina son 

secretadas por las células de la granulosa. La inhibina, junto con el estradiol, actúa como 

supresor de FSH en la glándula pituitaria, mediante un sistema de retroalimentación 

negativa. La inhibina suprime la liberación de FSH sin alterar la liberación de LH, por lo 

que puede ser, en parte, responsable de la liberación diferencial de FSH y LH desde la 

hipófisis. La activina estimula la proliferación celular, la expresión del FSHR, la secreción 

de FSH y la producción de estradiol (Hafez y Hafez, 2000; Knight y Glister, 2001; Aerts y 

Bols, 2010a). 

Recientemente se ha documentado que una familia de péptidos estrechamente 

relacionados entre sí, las Kisspeptinas, son los inductores más potentes de la liberación de 

GnRH/ gonadotropinas conocidos a la fecha (Roa y col., 2009), en varias especies (Pinilla y 

col., 2012, Navarro y Tena-Sempere, 2012; Witchel y Tena-Sempere, 2013). Las 

Kisspeptinas, también conocidas como metastinas, son neuropéptidos hipotalámicos  

producto de la transcripción y traducción del gen Kiss1. Su procesamiento post-

traduccional puede dar lugar a una serie de péptidos de 54, 14, 13 y 10 aminoácidos, los 

cuales poseen una actividad similar, dado que comparten los 10 aminoácidos en los que 

reside su actividad biológica. Este sistema Kiss1 está fisiológicamente involucrado 

también, en un grado variable dependiendo de la especie, en el proceso de diferenciación 

sexual cerebral, en el momento de la pubertad, en la transmisión de los efectos de la 

retroalimentación positiva y negativa de los esteroides sexuales, en la generación del pico 

preovulatorio de gonadotropinas y en la modulación de la función reproductiva por la 

señales ambientales, como el fotoperiodo y el estrés (García-Galiano y col, 2012). La 

expresión del gen Kiss1 y/o de las proteínas Kisspeptinas, y del GPR45 se ha demostrado 

en el ovario humano, de rata y de mono (Castellano y col., 2006; Gaytan y col., 2009), 

expresándose específicamente en células de la granulosa, la teca (Ricu y col., 2012) y en 

CL (Castellano y col., 2006). Además, se mostró que la expresión del ARNm de 
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Kisspeptina en el ovario aumenta con la aparición de la pubertad y varía en el ciclo estral, 

siendo mayor su expresión en proestro tardío. Este aumento se podría explicar por la acción 

de la LH que estimula la expresión del ARNm para kisspeptina (Castellano y col., 2006).  

La FSH, como se mencionó anteriormente, tiene una función importante en el inicio 

de la formación de la cavidad antral. Los folículos preantrales en su etapa tardía así como 

los folículos antrales tempranos, expresan receptores para dicha hormona. Esta 

gonadotropina, estimula la mitosis de las células de la granulosa, la formación de líquido 

folicular y la actividad esteroidogénica del folículo maduro, que depende de la acción de 

FSH y LH sobre las células de la granulosa y de la teca. La concentración sérica basal de 

LH muestra oscilaciones cada hora aproximadamente. La LH, en los folículos terciarios, 

interacciona con los LHR de las células de la teca interna y junto con la enzima citocromo 

P450 17A1 (CYP17A1) son los responsables de la producción de andrógenos y pequeñas 

cantidades de estrógenos (principalmente 17β-estradiol) (Hafez y Hafez, 2000; Drummond, 

2006; Palma, 2008). Los andrógenos son secretados a los capilares o bien atraviesan la 

lámina basal para alcanzar la capa de células de la granulosa. Los FSHR expresados por 

células de la granulosa interaccionan con la FSH, activando una cascada de señalización 

que culmina con la síntesis de la enzima aromatasa P450 (CYP19A1). Esta enzima es 

responsable de la aromatización de los andrógenos tecales (testosterona) en estrógenos, que 

luego son secretados al líquido folicular y los capilares (Figura 4). Además, los niveles 

basales de LH actúan conjuntamente con FSH en la estimulación de la secreción de 

estrógenos por parte del folículo ovárico dominante, ya que las células de la granulosa de 

folículos maduros son inducidas por la FSH a expresar progresivamente LHR. De esta 

manera, los folículos maduros aumentan su sensibilidad a la onda preovulatoria de dicha 

hormona. Además, dicho incremento de los LHR, prepara al folículo para el proceso de 

luteinización posterior a la ovulación (Hafez y Hafez, 2000; Wiltbank y col., 2002; Mihm y 

Austin, 2002).  
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Figura 4: Adaptado de 

http://es.wikipedia.org/wiki

/Hormona_esteroide 

 

 

La liberación en oleadas de LH y FSH induce las etapas finales de la maduración 

del ovocito a la Metafase II, justo antes de la ovulación. En este sistema de 

retroalimentación positiva, concentraciones crecientes de una hormona causan incrementos 

subsecuentes de la otra. Esto es, un aumento en la concentración de estrógeno circulante 

tiene un efecto de retroalimentación positiva en el centro cíclico del hipotálamo, induciendo 

una onda repentina de liberación de GnRH, la cual se acompaña por la onda preovulatoria 

de LH y FSH. En consecuencia, los niveles de estradiol disminuyen inmediatamente 

después de la liberación cíclica de estas dos gonadotropinas (Hafez y Hafez, 2000). 

 

1.1.3 Ciclo estral en bovinos 

El ciclo estral representa el patrón cíclico de la actividad ovárica que permite a la 

hembra pasar de un periodo reproductivo no receptivo a uno receptivo, permitiendo el 

apareamiento y la consecuente preñez. El comienzo de la madurez sexual ocurre en la 

pubertad. En las vaquillonas, la pubertad comienza alrededor de los 6-12 meses de edad, 

generalmente con un peso de 200-250 kg. (Forde y col., 2011).  
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Las hembras bovinas tienen un comportamiento poliéstrico continuo y muestran 

conducta de celo cada 21 días aproximadamente (18-24 días). El ciclo estral está regulado 

por las hormonas del hipotálamo (GnRH, Kisspeptina), la glándula hipófisis (FSH y LH), 

los ovarios (progesterona, 17β-estradiol e inhibinas) y el útero (prostaglandina F2α- 

PGF2α). Estas hormonas funcionan a través de un sistema de retroalimentación positiva y 

negativa para gobernar el ciclo estral en los bovinos (Roche, 1996; Forde y col., 2011; 

Endo y col., 2012). 

En el bovino, el ciclo estral consiste en dos etapas generales: la fase luteal (14-18 

días) y la fase folicular (4-6 días). La fase luteal es el periodo que sigue a la ovulación 

cuando se forma el CL, y generalmente se divide en metaestro y diestro. Durante esta fase, 

las concentraciones de progesterona secretadas por el CL regulan el desarrollo folicular por 

un mecanismo de retroalimentación negativa de la frecuencia pulsátil de liberación de LH 

(Kinder y col., 1996; Endo y col., 2012). La fase folicular, por otro lado, es la fase que 

continúa a la desaparición del CL (luteólisis) hasta la ovulación, y generalmente se la 

designa como proestro y estro. Durante la fase folicular, en la mayoría de las especies 

tienen lugar la maduración final y la ovulación del folículo ovulatorio, donde el ovocito es 

liberado dentro del oviducto permitiendo la posterior fecundación (Forde y col., 2011). Sin 

embargo en el bovino la ovulación tiene lugar en metaestro. (Figura 5).  
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Figura 5: Diagrama del ciclo estral bovino, en un modelo de 2 ondas foliculares, mostrando los 

niveles hormonales en cada una de las de las fases folicular y luteal (Adaptado de Enciclopedia 

Bovina. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM). 

 

1.1.4 Ondas foliculares 

En el bovino existen varios miles de folículos ováricos, pero sólo un ovocito es 

liberado en cada ciclo estral. El proceso de crecimiento continuo y regresión de folículos 

antrales que conduce al desarrollo del folículo preovulatorio se conoce como dinámica 

folicular y se refiere al crecimiento de dichas estructuras en oleadas o grupos. Las ondas de 

crecimiento ocurren durante los ciclos estrales, pero aparecen también en las terneras pre-

púberes (Evans y col., 1994), durante la gestación (Ginther y col., 1989), en el periodo 

postparto y en la lactancia (Savio y col., 1990), y en los periodos de anestro (Bossis y col., 

2000).  

 La introducción de la ultrasonografía en medicina veterinaria permitió el monitoreo 

del crecimiento de folículos con un diámetro mayor a 2mm, como así también de la atresia, 

y la confirmación que los folículos crecen en patrones con formas de ondas (Pierson y 

Ginther, 1984; Pierson y Ginther, 1988; Adams y col., 2008; Perry, 2012).  

El ciclo estral bovino generalmente consiste en dos o tres ondas foliculares, y cada 

onda comienza con el reclutamiento de una cohorte de folículos antrales pequeños de un 
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pool de folículos antrales pequeños en crecimiento. Un folículo es subsecuentemente 

seleccionado de esta cohorte para continuar su crecimiento y convertirse en dominante, 

mientras que el resto de los folículos se convierten en atrésicos y regresionan. Bajo la 

influencia de la progesterona (diestro), el folículo dominante de una onda no ovulatoria 

sufre atresia y da lugar al inicio de una nueva onda folicular. El folículo dominante presente 

en el comienzo de la luteólisis se convierte en el folículo ovulatorio, y la emergencia de la 

siguiente onda folicular se retrasa hasta el día de la ovulación (Adams y col., 2008; Perry, 

2012). 

Cada onda de crecimiento puede ser subdividida en una fase de reclutamiento, 

selección y dominancia, seguidas por la atresia u ovulación del folículo dominante (Aerts y 

Bols, 2010b; Forde y col., 2011) (Figura 6). 

Reclutamiento: El inicio del desarrollo folicular está caracterizado por la 

emergencia de una cohorte de folículos antrales, que no sufren apoptosis debido a los 

niveles incrementados de FSH circulante. En la vaca, una cohorte en desarrollo típicamente 

consiste de 5-20 folículos  mayores a 5mm (Adams y col., 1992; Sunderland y col., 1994), 

o 8-41 folículos de 3-4mm de diámetro (Adams y col., 2008; Forde y col., 2011; Perry, 

2012). Esto marca el principio de la dependencia, en el crecimiento folicular, de FSH con la 

expresión de FSHR, localizados en las células de la granulosa de los folículos el día 3 de la 

onda folicular  (Camp y col., 1991; Evans y Fortune, 1997). Este incremento transitorio en 

las concentraciones de FSH también conduce a un incremento, en las células de la 

granulosa, de la actividad de la enzima CYP19A1, que cataliza la conversión de 

andrógenos en estrógenos (Hillier, 1994; Bao y col., 1997). La regresión del folículo 

dominante durante una onda de crecimiento, o la ovulación al final de un ciclo estral, causa 

una elevación transiente de FSH circulante. La pérdida del folículo dominante está 

acompañada por una diminución de los niveles de las hormonas sintetizadas por el folículo, 

como por ejemplo estrógeno e inhibina, resultando a través de un mecanismo de 

retroalimentación negativa en un incremento temporario de la secreción de FSH por la 

hipófisis. La FSH actúa como un factor de supervivencia para los folículos antrales 

tempranos, etapa en la cual la mayoría de los folículos bajo condiciones fisiológicas se 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



1. Introducción 

 

 

 

14 

 

atresian (Chun y col., 1996). En consecuencia, la FSH es principalmente responsable del 

reclutamiento de una cohorte pequeña de folículos antrales para la próxima onda de 

crecimiento (Aerts y Bols, 2010b). 

Selección y Dominancia: es el proceso por el cual un único folículo es seleccionado de 

una cohorte de folículos reclutados para seguir creciendo y convertirse en dominante, 

mientras que el resto de los folículos sufren atresia y se denominan subordinados. El 

folículo dominante crece a una tasa constante (Ginther y col., 2001), y los folículos 

subordinados crecen a una velocidad menor y posteriormente dejan de hacerlo (Fortune y 

col., 1991; Ginther y col., 1996). A este fenómeno se lo denomina desviación (Ginther y 

col., 1997) y tiene lugar 2-3 días después de la emergencia de una onda folicular, cuando el 

folículo dominante tiene un diámetro promedio de 8mm (Fortune y col., 1991; Ginther y 

col., 1996). Antes de la desviación, todos los folículos en crecimiento conservan la 

capacidad para convertirse en dominante; luego de la desviación el folículo más grande se 

convierte en dominante, mientras que los otros regresionan. La producción y secreción de 

17β-estradiol e inhibina por los folículos en desarrollo resulta en la supresión de la 

liberación de FSH. Con la disminución de las concentraciones circulantes de FSH, el 

folículo dominante cambia su dependencia de FSH a LH (Ginther y col., 1996). Esta 

dependencia hacia LH se debe a la presencia de LHR en las células de la granulosa del 

folículo dominante. A medida que el folículo crece, los LHR de las células de la teca 

aumentan y las células de la granulosa adquieren también LHR, lo cual sería importante 

para el crecimiento continuo del folículo seleccionado (Bao y col., 1997). Ginther y col. 

(2001) reportaron que los LHR emergen en las células de la granulosa de un folículo 

dominante 8 horas antes del comienzo de la desviación. Luego de la selección y la 

dominancia de un folículo, el reclutamiento de una nueva cohorte folicular se retrasa hasta 

que ocurre la pérdida de la dominancia o tiene lugar la ovulación. 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



1. Introducción 

 

 

 

15 

 

Figura 6: Fases de reclutamiento, selección y dominancia en un patrón de crecimiento de 3 ondas 

durante un ciclo estral bovino, en un modelo de 3 ondas. Adaptado de Aerts y Bols, 2010b.  

 

1.1.5 Atresia Folicular 

El desarrollo del folículo ovárico es un proceso regulado por varios factores 

endocrinos, paracrinos y autocrinos, que actúan coordinadamente para seleccionar folículos 

para la ovulación. La gran mayoría de los folículos (más del 99%) no alcanza la etapa 

preovulatoria (Matsuda y col., 2012) y sólo uno de los folículos que inician el desarrollo en 

una onda folicular llega hasta la etapa final de la ovulación, por lo que la mayor parte de 

ellos degenera, experimentando su regresión en diferentes momentos de su desarrollo. Esta 

regresión recibe el nombre de atresia folicular y puede ocurrir en cualquiera de las etapas 

del crecimiento folicular y se caracteriza por cambios degenerativos no inflamatorios que 

llevan a la pérdida del ovocito, de células de la granulosa y de receptores hormonales. Si 

bien la atresia es un evento que culmina con la muerte de las células involucradas, también 

se trata de un proceso celular activo en donde ocurren la reabsorción de los folículos como 

producto de la infiltración de macrófagos y la fagocitosis; la migración de fibroblastos 

tecales y la producción de colágeno (Rodgers y Irving-Rodgers, 2010). 

El estradiol e IGF-1, factores secretados por las células de la granulosa, son 

esenciales para el crecimiento y desarrollo folicular. Si estos factores claves son 

deplecionados, las células de la granulosa no sólo pierden sus funciones sino también 
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sufren muerte celular. Se ha demostrado que en las células de la granulosa aisladas 

cultivadas, en medio libre de suero y en ausencia de factores de crecimiento, comienza la 

activación de los caminos de la apoptosis endógena dentro de dichas células y la 

consecuente atresia folicular (Matsuda y col., 2012). Morfológicamente, la apoptosis es 

inducida, en las etapas tempranas de la atresia, en las células de la granulosa localizadas en 

la superficie interna de la capa de la granulosa, pero no en las células del cúmulo o en las 

capas de la teca interna o externa (Inoue y col., 2011). La deprivación de factores claves 

promotores de la supervivencia, como son por ejemplo estradiol, IGF, FSH, factor de 

crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF), 

interleuquina 1β (IL-1β) e interleuquina 6 (IL-6) (Tilly y col., 1992; Chun y col., 1995; Hsu 

y Hsueh, 1997; Guthrie y col., 1998; Lynch y col., 2000; Mao y col., 2004; Maeda y col., 

2007), o la estimulación por factores de muerte celular, como son por ejemplo el factor de 

necrosis tumoral α (TNFα)  y los ligandos Fas y FasL (Matsuda y col., 2006), son la 

principal causa de apoptosis de las células de la granulosa. En este sentido, se ha 

demostrado que los glucocorticoides pueden atenuar la apoptosis inducida por TNFα en las 

células de la granulosa luteinizadas humanas y de ratas, y por lo tanto pueden desempeñar 

funciones importantes en el proceso de cicatrización del tejido después de la ovulación, la 

ruptura folicular y la formación del CL (Sasson y col., 2002). 

 

1.1.6 Ovulación y formación del cuerpo lúteo 

Luego de la liberación cíclica de LH, tiene lugar la ovulación, en la cual el folículo 

se rompe, el ovocito es liberado y en consecuencia el folículo se colapsa y se retrae cuando 

la presión del líquido folicular se reduce. En el folículo preovulatorio, de 15-20 mm, 

minutos antes de la ovulación se forma el estigma, una pequeña zona donde se detiene la 

irrigación sanguínea y la túnica albugínea, la teca y la capa de la granulosa son más 

delgadas. En el momento de la ovulación, el estigma se rompe y el líquido folicular fluye 

junto con el ovocito y la corona radiada que lo rodea. La ruptura del estigma ocurre debido 

a la producción de un activador de plasminógeno por las células de la granulosa y de la 

teca, para activar la enzima degradante de proteínas plasmina, que también estimula la 
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producción de colagenasas. Ambas enzimas degradan la matriz de tejido conectivo hasta 

debilitarla. La estructura remanente se denomina cuerpo hemorrágico debido a que la 

sangre puede llenar el antro. Después de la ovulación, la capa de células de la granulosa se 

vasculariza por la invasión de los vasos sanguíneos desde la teca interna. Las células de la 

granulosa aumentan de tamaño después de la ovulación, se luteinizan y contribuyen a 

formar la población de células luteínicas del CL. En la mayoría de las especies, las células 

de la teca interna también contribuyen a la formación del CL. El aumento de tamaño del CL 

se debe principalmente a la hipertrofia de las células luteínicas. En bovinos, un pigmento 

amarillo, la luteína, aparece en las células luteínicas; el CL está totalmente desarrollado y 

vascularizado a los nueve días de la ovulación, pero continúa creciendo hasta el día 12, en 

el que alcanza, aproximadamente, un diámetro de 25mm. Las células luteínicas producen 

progesterona durante el final del metaestro y la mayor parte del diestro, siendo esta 

secreción muy notable en la última fase del diestro, poco antes de comenzar la regresión del 

CL. Estas células también producen estrógenos y relaxina. El primer signo de regresión del 

CL se produce al final del diestro y se caracteriza por la condensación del pigmento 

luteínico seguido por la fibrosis. La cicatriz de tejido conjuntivo que persiste después de la 

regresión luteal se denomina corpus albicans (Dellmann y col., 1993). 

 

1.2 Efectos del estrés sobre la reproducción 

Los procesos fisiológicos normales se mantienen gracias a un equilibrio dinámico y 

complejo denominado homeostasis, el cual constantemente es desafiado por los estresores. 

Estos  factores actúan interna o externamente sobre el organismo induciendo un esfuerzo 

adicional para mantener un estado de equilibrio con su medio interno y también con el 

ambiente externo. Los estresores alteran la homeostasis, provocando una respuesta 

conocida como estrés (Charmandari y col., 2005; Möstl y Palme, 2002), caracterizada por 

la activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal. Ante situaciones de estrés, el organismo 

de la mayoría de los mamíferos reacciona activando una serie de mecanismos fisiológicos y 

conductuales, y cuando dichos mecanismos resultan inadecuados (por prolongados o 

excesivos) se pueden presentar consecuencias negativas sobre otras funciones fisiológicas 
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importantes como por ejemplo la reproducción (Chrousos y col., 1998; Dobson y Smith, 

2000; Dobson y col., 2001; Charmandari y col., 2005). 

Para lograr que el pico de LH se produzca en el momento adecuado, una serie de 

eventos, ajustadamente controlados deben ocurrir en el hipotálamo y la hipófisis. Una vez 

removida la actividad inhibitoria de la progesterona durante la luteólisis, se incrementa la 

frecuencia y amplitud de los pulsos de GnRH, para culminar con el pico peovulatorio de 

LH en respuesta al efecto de retroalimentación positiva del 17β-estradiol sobre el eje 

hipotálamo-hipofisario. Los estresores reducen la fertilidad por interferir con los 

mecanismos que regulan el cronograma de estos eventos dentro de la fase folicular del ciclo 

estral. Esto ocurre principalmente a nivel del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal, donde se 

reducen los pulsos de GnRH y LH por acciones tanto en la hipófisis como en el hipotálamo, 

privando al ovario de adecuados niveles de LH (Jordan, 2003). Además, en respuesta a 

situaciones de estrés, la hormona adrenocorticotrópica (ACTH) estimula la liberación de 

cortisol y progesterona. Esta última actúa inhibiendo la liberación de GnRH en el 

hipotálamo, mientras que el cortisol ejerce un efecto inhibitorio directo en el ovario sobre la 

secreción de estradiol y sobre el contenido de LHR. Consecuentemente falla el mecanismo 

de retroalimentación positiva de estrógenos, suprimiendo el pico preovulatorio de LH, 

bloqueando la ovulación, con la consiguiente persistencia del folículo dominante y el 

desarrollo de quistes foliculares (Kawate y col., 1993; Kawate y col., 2001). A esto deben 

sumarse acciones locales en la cascada de enzimas relacionadas al metabolismo de los 

glucocorticoides que también interferirían en la ovulación (Thurston y col., 2003a). 

Dentro de los estresores, se ha demostrado que el transporte (un estresor agudo) 

produce un incremento en la presentación de ovulaciones silenciosas en ovejas, 

prolongando el ciclo estral y provocando alteraciones ováricas (Braden y Moule, 1964). Se 

ha comprobado que el transporte de 4 horas interrumpe el pico de LH durante la fase 

folicular en ovejas (Dobson y col., 1999) y en vacas (Nanda y col., 1990), al interferir con 

su secreción pulsátil y la producción folicular de estradiol.  

En bovinos se ha encontrado una reducción en la tasa de gestaciones cuando la 

inseminación artificial y los muestreos sanguíneos se realizan en ambientes no familiares, 
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en contraste con lo observado después de un proceso de adaptación a dicho manejo 

(Dobson y Smith, 2000; Smith y col., 2003). En primates, la exposición a situaciones de 

estrés como el reagrupamiento de animales en las fases lútea y folicular tiene efectos 

negativos sobre la producción de progesterona por el CL y prolonga la fase folicular del 

siguiente ciclo (Xiao y col., 2002).  

En algunas situaciones, como ocurre durante el estrés crónico debido a laminitis o 

fiebre, la frecuencia pulsátil de GnRH/LH puede ser más lenta, de modo tal que el 

desarrollo folicular comienza, pero no puede continuar a estadios avanzados donde se 

necesita la mayor frecuencia de liberación. De esta manera, el animal no es capaz de 

desarrollar ciclos estrales normales y se produce anestro. Esta situación ha sido descrita por 

nuestro grupo de trabajo en animales expuestos a luz permanentes durante más de 10 

semanas (Palomar y col., 2007). En otros casos, la frecuencia del pulso de GnRH/LH puede 

ser suficiente para soportar el desarrollo folicular pero con alteraciones en la liberación de 

GnRH o la sensibilidad de la hipófisis al estradiol. De esta forma, se genera una liberación 

inadecuada de LH, incapaz de producir la ovulación y luteinización, ocasionando la 

persistencia folicular y el desarrollo de quistes foliculares (Dobson y Smith, 1995).  

El tratamiento de bovinos con ACTH exógena, lo cual incrementa la secreción de 

cortisol endógeno, induce el desarrollo de quistes foliculares (Ribadu y col., 2000; Ortega y 

col., 2008), mientras que en cerdas durante el proestro prolonga la duración del ciclo y 

promueve la formación de quistes foliculares luteinizados (Lang y col., 2004). En vacas, 

estudios in vitro han confirmado que el cortisol afecta negativamente la función folicular, 

especialmente a nivel de las células de la teca, inhibiendo la producción de andrógenos 

(Spicer y Chamberlain, 1998). In vitro, el cortisol inhibe la secreción de estradiol por las 

células de la granulosa bovina y porcina, al tiempo que reduce el número de LHR (Kawate 

y col., 1993; Viveiros y Liptrap, 1999). 
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1.3 Mecanismos de respuesta al estrés 

Generalmente, un estresor activa dos sistemas neuroendocrinos de protección, que 

son los encargados de mediar en forma bidireccional las adaptaciones de los organismos a 

situaciones potencialmente peligrosas. 

Uno de ellos es el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal en el cual el núcleo 

paraventricular del hipotálamo sintetiza y secreta hormona liberadora de corticotropina 

(CRH) y hormona antidiurética (ADH). Estos neuropéptidos son secretados dentro del 

sistema porta hipofisario para estimular la producción de péptidos derivados de la 

proopiomelanocortina (POMC), ACTH, β-endorfinas y hormonas estimulantes de 

melanocitos (MSH), en la pars distalis de la adenohipófisis. La ACTH actúa sobre la 

corteza de las glándulas adrenales para estimular la síntesis y secreción de glucocorticoides 

(GC) (Engelmann y col., 2004; Xing y col., 2010), lo cual induce una retroalimentación 

negativa del sistema e inhibe la secreción de hormonas desde el hipotálamo y la hipófisis. 

Esto reduce la secreción de CRH y la ADH, y también reduce directamente la escisión de 

POMC en ACTH y β-endorfinas (Engelmann y col., 2004). 

El segundo sistema es el simpático-adrenérgico: la estimulación de este sistema 

implica la activación de los núcleos del tronco cerebral, el nervio vagal y la médula adrenal.  

La adrenalina y noradrenalina se producen en la médula adrenal a través de la estimulación 

simpática y los efectos locales del cortisol. Estas hormonas producen una retroalimentación 

positiva a nivel de la hipófisis e incrementan de esa manera la transformación de la POMC 

en ACTH y β-endorfinas (Engelmann y col., 2004). 

La secreción de esteroides ováricos, la maduración folicular y la ciclicidad estral 

están reguladas por el sistema nervioso simpático en conjunto con el sistema endocrino. En 

este sentido, durante el estrés crónico (debido a la alta producción láctea, la 

sobrealimentación, etc.) ocurre la activación del sistema simpático, lo cual causa una 

exposición crónica de las vacas a bajas concentraciones de catecolaminas, con la 

consiguiente alteración de la actividad reproductiva (Sciorsci y col., 2000; D’Ottavio y col., 

2002; Rizzo y col., 2011). Se ha demostrado que la inducción de quistes foliculares en ratas 

está precedida por una hiperactivación de las neuronas simpáticas que inervan al ovario y 
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que la sección del nervio ovárico superior recupera la ciclicidad estral y normaliza la 

respuesta a gonadotropinas (Lara y col., 1993, Barria y col., 1993). Además, la 

administración de un agonista β-adrenérgico es capaz de desarrollar enfermedad quística 

ovárica (COD) en ratas, efecto que es revertido al administrar el antagonista β-adrenérgico 

propranolol (Lara y col., 2002). En el ovario bovino, se ha descripto que la pared de los 

quistes foliculares presenta una mayor liberación basal de noradrenalina y que se observa 

una mayor concentración de ésta en el líquido folicular, lo que se relaciona con una mayor 

secreción de testosterona en estas estructuras ováricas (Paredes y col., 2007; Paredes y col., 

2011). 

 

1.3.1 Receptores de Melanocortinas (MCRs) y sus funciones 

La ACTH y las hormonas estimulantes de melanocitos α, β y γ (α-, β- y γ- MSH) 

son hormonas derivadas del procesamiento post-traduccional de la molécula precursora 

POMC (Catania y col., 2004). Estos productos, en conjunto, se llaman péptidos de 

melanocortinas o melanocortinas (Figura 7). La principal fuente de melanocortinas es la 

glándula pituitaria, pero el gen POMC además es expresado en algunas regiones del cerebro 

como así también en tejidos periféricos, particularmente la piel (Schiöt y Watanobe, 2002).  

Las melanocortinas naturales y sintéticas actúan por unión a receptores específicos 

en la superficie celular denominados receptores de melanocortinas (MCRs) (Catania y col., 

2004; Getting, 2006). En la actualidad se han caracterizado 5 receptores (MC1R-MC5R), 

los cuales pertenecen a la familia de receptores unidos a proteína G que median el 

señalamiento de los péptidos derivados de la POMC (ACTH y MSH), y se encuentran 

ampliamente distribuidos en una gran variedad de tejidos donde cumplen diferentes 

funciones (Getting, 2006).  
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Figura 7: Procesamiento post-traduccional de la molécula precursora proopiomelanocortina 

(POMC). En la figura se muestras los sucesivos productos del clivaje de POMC. CLIP (del inglés: 

corticotropin-like intermediate peptide). Adaptado de King (1997).  

 

El reconocimiento y el clonado de los MCRs permitieron comprender las 

interacciones entre las células blanco y los péptidos. Los MCRs han sido clonados y se 

denominan MC1R, MC2R, MC3R, MC4R y MC5R. Todos ellos median sus efectos 

primariamente por activación del camino de señalización dependiente del adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc) (Catania y col., 2004). La interacción entre las melanocortinas 

y la reproducción ha sido claramente establecida, en diferentes procesos relacionados con el 

metabolismo, el estrés, la inmunidad y los caminos de señalamiento neuroendocrinos 

(Hohmann y col., 2000; Schiöth y Watanobe, 2002). Varios de estos receptores han sido 

estudiados en bovinos (Liakos y col., 1998), siendo los resultados obtenidos por nuestro 

grupo de trabajo los primeros documentados sobre la localización los MCRs en el ovario 

bovino (Amweg y col., 2011). 

El MC1R se expresa en una gran variedad de tejidos y células, incluidos los 

melanocitos, folículos pilosos, monocitos humanos, neutrófilos, células endoteliales, 

fibroblastos, mastocitos, linfocitos y neuronas (Getting, 2006; Ramachandrappa y col., 

2013). La α-MSH es el ligando más activo para MC1R, seguido por la ACTH (Abdel-

Malek, 2001). Debido a su amplia distribución, el MC1R está implicado en un número de 
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funciones que incluyen la pigmentación y acciones antiinflamatorias y anti-piréticas. La 

proteína del MC1R ha sido localizada en el ovario de ratón (Labbe y col., 1994; Thörnwall 

y col., 1997). 

El MC2R es específico para ACTH. Este receptor se expresa principalmente en la 

corteza adrenal donde media los efectos de ACTH sobre la secreción de esteroides 

(Beuschlein y col., 2001). Además, el MC2R se expresa en la piel (Slominski y col., 1996), 

en los adipocitos de ratón (Boston y Cone, 1996), y se ha demostrado que está implicado en 

la lipólisis en respuesta a ACTH (Boston, 1999; Cooray y Clark, 2011). Se ha demostrado 

la expresión de MC2R en ovarios de peces (Aluru y Vijayan, 2008; Alsop y col., 2009) y 

de ratón (Nimura y col., 2006). 

El MC3R es activado por γ-MSH con una potencia similar a α-MSH, β-MSH y 

ACTH (Cooray y Clark, 2011). MC3R se expresa en el sistema nervioso central, en tejidos 

periféricos y en las células del sistema inmune. Es expresado en varias regiones del cerebro, 

principalmente en el hipotálamo (Klovins y col., 2004) y también en placenta, estómago y 

páncreas (Gantz y col., 1993a). Se ha postulado un rol potencial para MC3R en el 

metabolismo energético (Butler y col., 2000) como así también en la función 

cardiovascular (Guarini y col., 2002; Getting y col., 2004a) y en la modulación de la 

respuesta inflamatoria (Getting y col., 2004b). 

El MC4R es expresado en algunas regiones del cerebro, como el hipotálamo y la 

corteza y médula espinal (Mountjoy y Wild, 1998; Klovins y col., 2004). La activación de 

este receptor ocurre mediante su unión a la ACTH o la α-MSH. El MC4R está implicado en 

la disfunción eréctil (Martin y Mac Intyre, 2004), en el dolor (Starowicz y Przewlocka, 

2003) y en la regulación de la homeostasis energética (Huszar y col., 1997; Klovins y col., 

2004). 

MC5R es específico para ACTH y α-MSH (Hoogduijn y col., 2002). Se expresa en 

una gran variedad tejidos y células, incluidos el hígado, pulmón, timo, testículos, glándulas 

mamarias, células adiposas blancas y pardas, linfocitos, piel, músculo esquelético, 

glándulas lagrimales, glándulas sebáceas, estómago y duodeno (Catania y col., 2004). Se ha 

demostrado que MC5R cumple un rol en la regulación inmune (Taylor y Namba, 2001) y 
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ha sido identificado en ovarios humanos (Chhajlani, 1996) y en adrenales bovinas (Liakos 

y col., 2000). 

 

1.3.1.1 MC2R y su interacción con ACTH 

La unión de ACTH al MC2R da lugar a un incremento del AMPc y la activación de 

la protein-quinasa A, desencadenando la cascada de señalización interna que es esencial 

para la expresión de la enzimas esteroidogénicas y la producción de cortisol (Novoselova y 

col., 2013). El MC2R se expresa en todas las zonas de la corteza adrenal, pero la ACTH 

actúa principalmente en la zona fasciculata estimulando la secreción de cortisol (Mountjoy 

y col., 1992). La acción de la ACTH sobre las células de la zona reticularis estimula la 

producción de andrógenos adrenales (Weber y col., 1997). Se ha demostrado que el MC2R 

se localiza en el retículo endoplasmático (RE) y que una proteína accesoria, denominada 

proteína accesoria del MC2R (MRAP) es esencial para la conducción del MC2R a la 

superficie celular y su función (Metherell y col., 2005). Se ha postulado que MRAP forma 

un homodímero antiparalelo en el RE y que éste interactúa con MC2R, contribuyendo al 

correcto plegado del receptor. Luego de una modificación post-traduccional en RE y 

aparato de Golgi, la estructura heterotrimérica es conducida a la superficie celular, donde es 

capaz de reconocer y responder a ACTH (Webb y Clark, 2010). El tratamiento con ACTH 

de células adrenales humanas en cultivo confirmó que esta hormona es un potente activador 

que incrementa la capacidad de las células adrenales para producir hormonas esteroides 

debido a un aumento de la expresión de las enzimas esteroidogénicas. Por otra parte el 

tratamiento de células adrenales con ACTH aumentó la expresión del MC2R y la MRAP, y 

la producción de cortisol por dichas células (Xing y col., 2010). 

 

1.4 Mecanismo de acción de los glucocorticoides 

Los GC endógenos, hormonas inducidas por estrés, son sintetizados bajo el control 

de eje HHA. En respuesta a una gran variedad de estresores, la CRH hipotalámica estimula 

la liberación de ACTH desde la hipófisis, y ésta induce la síntesis de GC en las células de la 

zona fasciculada de la corteza adrenal. Los GC son altamente lipofílicos y son 
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transportados en la sangre, unidos predominantemente a globulinas de unión a 

corticoesteroides. Los GC son capaces de atravesar la membrana plasmática e interaccionar 

en el citoplasma con receptores citoplasmáticos específicos, transferirse al núcleo y mediar 

la transcripción de ciertos genes y la síntesis de proteínas específicas que afectan a la 

acción biológica de las hormonas adrenales. 

Los GC ejercen diversas acciones básicamente como mediadores importantes en el 

metabolismo intermedio. Uno de los efectos específicos de estos esteroides es la 

estimulación de la gluconeogénesis hepática. El resultado final es un aumento del 

glucógeno hepático y una tendencia a la elevación de la glucemia. El efecto directo de los 

GC en el tejido adiposo es incrementar la tasa de lipólisis y redistribuir la grasa en el 

hígado y en el abdomen. Asimismo, estas hormonas inhiben la síntesis de proteínas, 

favoreciendo el catabolismo proteico, con la consiguiente liberación de aminoácidos. Este 

proceso apoya la gluconeogénesis hepática. Los GC también tienen importantes efectos 

clínicos, principalmente la inhibición de la respuesta inflamatoria. Una de las vías por las 

que estas hormonas llevan a cabo esta inhibición es mediante la supresión de la formación 

de sustancias que promueven la inflamación, como prostaglandinas, tromboxanos y 

leucotrienos (Cunningham, 2003). 

Los GC son agentes antiinflamatorios que actúan para modular la producción y 

acción de las citoquinas y prostaglandinas necesarias para la ovulación, luteólisis, 

implantación embrionaria, crecimiento fetal y desarrollo de la placenta (Duong y col., 

2012). 

 

1.4.1 Acción de los GC a nivel ovárico 

Las funciones de los GC en el ovario se han descripto en varias especies, e incluyen 

tanto efectos estimulantes como inhibitorios sobre las funciones ováricas (Tetsuka y col., 

2010). Los GC actúan directamente sobre las células ováricas inhibiendo la acción de las 

gonadotropinas y la síntesis de esteroides (Michael y col., 2003; Acosta y col., 2005; Sunak 

y col., 2007). Se ha demostrado en estudios in vitro que la acción de cortisol sobre las 

células de la granulosa bovinas aumenta la producción de oxitocina (Luck y Jungclas, 
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1988) y la síntesis de progesterona (Kawate y col., 1993) mientras que estímulos con FSH 

incrementan la producción de andrógenos en cultivos de células de la teca (Kawate y col., 

1993; Spicer y Chamberlain, 1998). Además, se ha demostrado que los corticoides 

suprimen la actividad de la CYP19A1 y disminuyen el número de LHR en ratas (Hsueh y 

Erickson, 1978; Schoonmker y Erickson, 1983), vacas (Kawate y col., 1993) y cerdas 

(Danisová y col., 1987). En el ovario humano, el cortisol aumenta su concentración en el 

líquido folicular luego del pico preovulatorio de LH en los folículos ovulatorios (Hillier y 

Tetsuka, 1998). Como la ovulación es un evento inflamatorio caracterizado por un 

incremento en la síntesis de citoquinas y prostaglandinas, el aumento de los GC 

antiinflamatorios alrededor del periodo ovulatorio puede representar un mecanismo 

fisiológico para limitar el daño causado por la ovulación. En este sentido, el entorno de GC 

en la pared folicular se ajusta a nivel local en los folículos ovulatorios bovinos. Este 

mecanismo de defensa puede proteger a los folículos de los efectos adversos de los GC, 

previniendo el exceso de reacciones inflamatorias asociadas con la ovulación por un 

incremento temporal de las concentraciones locales de los GC, constituyendo de esta 

manera una parte integral del mecanismo regulatorio de la fisiología ovárica (Acosta y col., 

2005). 

 

1.4.2 Enzima 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11βHSD) 

Los GC no son producidos per se en el ovario, y las acciones de los GC son 

reguladas a nivel ovárico por la expresión relativa de dos enzimas 11β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasas (11βHSD): una 11βHSD tipo 1 (11βHSD1) bi-direccional que 

principalmente activa los GC transformando la cortisona en cortisol en bovinos y humanos, 

y la 11 dihidrocorticosterona en corticosterona en roedores; y una 11βHSD tipo 2 

(11βHSD2) que inactiva el cortisol transformándolo en cortisona (Krozowski y col., 1999). 

Las enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 son productos de distintos genes (Michael y 

col., 2003), y las dos isoformas han sido clonadas. Aunque ambas tienen sitios activos 

similares, con una triada catalítica que comprende tirosina, serina y lisina (Pennig, 1997), la 

11βHSD1 actúa como un dímero o tetrámero mientras que la 11βHSD2 parece ser sólo 
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activa en su forma monomérica. 11βHSD2 tiene un requerimiento absoluto de la forma 

oxidada de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) como un cofactor enzimático, 

mientras que 11βHSD1 utiliza preferentemente nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

(NADP+/NADPH). 

11βHSD1 fue aislada originalmente de hígado (Lakshmi y Moender, 1988), donde 

actúa como una reductasa dependiente de NADPH para generar GC activos a partir de 11-

cetoesteroides inertes (Figura 8). Luego del clonado de 11βHSD1 (Agarwal y col., 1989; 

Tannin y col., 1991), esta isoforma mostró estar ampliamente expresada, colocalizada con 

receptores de GC (Whorwood y col., 1992; Seckl y Walker, 2001). Sobre las bases de este 

patrón de expresión, se acepta que el rol principal de 11βHSD1 es generar cortisol o 

corticosterona para la activación máxima de los receptores de glucocorticoides (GR) (Seckl 

y Walker, 2001). Sin embargo, mientras que 11βHSD1 actúa predominantemente como una 

reductasa en células intactas, esta enzima es inherentemente bidireccional; en células 

provistas con NADP+, 11βHSD1 puede inactivar GC, aunque con baja afinidad (Lakshmi y 

Monder, 1988; Agarwal y col., 1989). Así, la dirección predominante de la reacción 

catalizada por 11βHSD1 depende del estado redox de NADPH en una célula en particular. 

En células del hígado, con un abundante abastecimiento de glucosa y una vía pentosa 

fosfato activa, más NADP+ estaría en forma reducida, favoreciendo la actividad reductasa 

cetoesteroide NADPH dependiente de 11βHSD1. Sin embargo en las células 

esteroidogénicas de los testículos, ovarios y placenta, la actividad de las enzimas citocromo 

P450 NADPH dependientes, requeridas para la síntesis de esteroides, favorecen la 

oxidación de NADPH a NADP+, promoviendo la actividad oxidativa de 11βHSD1 

(Michael y col., 2003). 
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Figura 8: Interconversión de 

cortisol y cortisona por la oxidación 

o reducción enzimática en el 

carbono 11 (C11), catalizada por las 

isoformas de 11β-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa (11βHSD). 

Adaptado de Michael y col., 2003. 

 

 

1.4.2.1 Expresión de las isoformas 11βHSD en ovario 

Las isoformas de la enzima 11βHSD han sido estudiadas en las diferentes 

estructuras ováricas de varias especies. En el ovario de la mujer, la 11βHSD2 ha sido 

localizada en las células de la teca, presentando baja actividad en los folículos inmaduros; 

la expresión de esta enzima es altamente dependiente del fenotipo funcional y la 

diferenciación de las células (Ricketts y col., 1998; Yong y col., 2000).  

En mujeres y ratas, las células de la granulosa de los folículos preovulatorios 

expresan exclusivamente 11βHSD2 con un cambio en la ovulación hacia la expresión de 

11βHSD1 en las células de la granulosa luteinizadas y el CL (Michael y col., 1997; Tetsuka 

y col., 1997; Tetsuka y col., 1999a; Thurston y col., 2003c). Además, la única isoforma 

detectada en el CL de la rata es la 11βHSD1 (Michael y col., 2003). Esta transición desde la 

expresión de 11βHSD2 en las células foliculares de la granulosa hacia la expresión de 

11βHSD1 en las células granulosas luteinizadas es acompañada por un cambio en la 

expresión del receptor de mineralcorticoides (MR) en los folículos hacia la expresión del 
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GR en las células luteinizadas, lo cual puede proteger la maduración de los folículos de los 

efectos supresores de los GC (Tetsuka y col., 1999a, 2003). A estas investigaciones debe 

sumarse el hecho que ambas isoformas de 11βHSD se co-expresan en células de la 

granulosa y CL del ovario bovino (Thuston y col., 2007). 

Se han determinado las bases moleculares de la transición de 11βHSD2 a 11βHSD1 

durante la luteinización, concluyendo que la sobrexpresión de 11βHSD1 en el momento de 

la ovulación es inducida por las gonadotropinas (Michael y col., 2003). Como la ovulación 

es un evento inflamatorio, caracterizado por un incremento en la síntesis de interleuquinas y 

prostaglandinas (Ando y col., 1998), la generación incrementada de GC antiinflamatorios 

por la actividad reductasa de 11βHSD1 en el momento de la ovulación, podría representar 

un mecanismo fisiológico para limitar el proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y 

Tetsuka, 1998; Andersen, 2002). En este sentido, se ha demostrado que los GC inhiben la 

síntesis de prostaglandinas y citoquinas pro-inflamatorias en el ovario (Tellería y col., 

1998). Debido a que la expresión de 11βHSD1 es estimulada en las células de la granulosa 

por la LH y por citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1β (Evangelatou y col., 1997; 

Tetsuka y col., 1999b), la síntesis de GC vía 11βHSD1 podría ser incrementada por las 

gonadotropinas y/o citoquinas, como un aspecto integral de la cascada de la ovulación. 

Consistente con esta hipótesis, la concentración de cortisol total y libre en el líquido 

folicular humano se incrementa en respuesta al pico preovulatorio de LH (Yong y col., 

2000; Michael y col., 2003). El incremento en el cortisol libre también involucra el 

desplazamiento competitivo del cortisol desde las globulinas por la alta concentración de 

progesterona dentro del folículo preovulatorio (Andersen y Hornes, 1994; Andersen, 2002). 

Si bien es aceptando el rol de la LH y las interleuquinas en la transición de la 

expresión de 11βHSD2 hacia 11βHSD1 en la ovulación, este cambio preovulatorio en las 

isoformas durante la luteinización podría también involucrar la regulación de su expresión a 

través de las hormonas esteroides. Específicamente, la expresión de 11βHSD2 en la 

granulosa podría ser dependiente de la síntesis local de estrógenos, mientras que la 

progesterona podría suprimir la expresión de 11βHSD2 o inducir la expresión de 11βHSD1 
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en células luteinizadas, existiendo sólidas evidencias a favor de esta teoría (Waddell y col., 

1996).  

En trabajos realizados en bovinos, Tetsuka y col., (2010) demostraron que los 

folículos maduros de ovarios bovinos expresan ARNm codificante para 11βHSD1 y 

11βHSD2. La expresión de 11βHSD1 aumenta durante la maduración folicular en células 

de la granulosa y de la teca interna, mientras que la expresión de 11βHSD2 es muy baja en 

células de la granulosa y no se modifica en las células de la teca interna, indicando que 

11βHSD1 es la isoforma predominante en folículos bovinos maduros. Por otro lado, FSH 

parece ser responsable de la sobre regulación de la expresión génica de 11βHSD1 en 

células de la granulosa bovinas, como ha sido demostrado in vitro en células de la 

granulosa de rata y humano (Yong y col., 2000; Tetsuka y col., 1999a). La expresión de 

11HSD2 no es afectada por FSH, concluyendo que el metabolismo alterado de los GC, 

asociada con la maduración folicular, está primariamente regulada por 11βHSD1 en 

respuesta a FSH en células de la granulosa bovinas (Tetsuka y col., 2010). Además, 

Tetsuka y col. (2003) demostraron que en el CL bovino se co-expresaron ambos isotipos, 

siendo predominante el ARNm para 11βHSD1 en CL activos y el ARNm para 11βHSD2 en 

CL en regresión. Los datos obtenidos en quistes foliculares bovinos indicarían que existen 

moduladores de la acción de las enzimas no muy bien caracterizados hasta este momento 

(Thurston y col., 2003a). 

 

1.4.3. Receptor de glucocorticoides (GR)  

Como se mencionó anteriormente, los GC, hormonas esteroides secretadas por la 

corteza adrenal, actúan como reguladores en una gran variedad de procesos biológicos 

como el desarrollo y la diferenciación, y desempeñan un papel fundamental en la fisiología 

normal y la respuesta al estrés. Los GC realizan sus acciones biológicas a través de la unión 

a un receptor citoplasmático específico: GR (NR3C1) de la familia de los receptores 

nucleares. La disponibilidad de los GC para sus receptores en los tejidos periféricos, está 

regulada por las enzimas 11βHSD (Divari y col., 2011; Doung y col., 2012).  
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El GR pertenece a una superfamilia de receptores de hormonas esteroides que, 

además, incluye al MR y a los receptores de la hormona tiroidea, de hormonas sexuales, de 

ácido retinoico y de vitamina D. Todos estos receptores tienen en común el dominio de 

unión al ADN, que es una zona central corta, flanqueada por un dominio o extremo N 

terminal (o amino terminal) variable y un extremo C-terminal (o carboxilo terminal) 

relativamente variable (Figura 9). El dominio N-terminal contiene la región AF-1 (o 

independiente de la hormona), que se ha relacionado con la actividad transcripcional y la 

unión con proteínas coactivadoras y factores transcripcionales. Por otro lado, el extremo C-

terminal contiene la región AF-2, que es responsable de la unión a la hormona (Cosío y 

col., 2005). 

 

Figura 9: Estructura funcional del receptor de glucocorticoides (GR). La proteína del GR tiene 3 

dominios: el amino terminal, el de unión al ADN (DBD, de DNA binding domain) y el carboxilo 

terminal para unión a la hormona. También se muestran las zonas de unión independiente del 

ligando (AF-1) y dependiente del ligando (AF-2) relacionadas con las funciones de activación 

transcripcional (www.fotosimagenes.org). 

 

 

El GR contiene nueve exones: el primero y el último están sujetos a splicing 

alternativo, lo que da lugar a diferentes variantes o isoformas. Las isoformas GRα y GRβ 

son idénticas desde el dominio amino terminal al aminoácido 727, a partir de aquí la 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -

http://www.fotosimagenes.org/


1. Introducción 

 

 

 

32 

 

isoforma GRα tiene 50 aminoácidos adicionales y la isoforma GRβ tiene una secuencia 

adicional no homóloga de 15 aminoácidos (Figura 10). El GRα es la isoforma predominante 

y la única que tiene capacidad para unirse a los GC y, por lo tanto, para realizar funciones 

de activación o represión. La diferencia de aminoácidos en el extremo carboxilo terminal 

entre las dos isoformas podría ser la causa de porque el GRβ es incapaz de unirse a los GC 

(Cosío y col., 2005; Lu y Cidlowski, 2006).  

 

Figura 10: Organización genómica del gen del receptor de glucocorticoides (GR) y las diferentes 

isoformas que genera. Las secuencias de los exones que se traducen se muestran como áreas 

oscuras, mientras que los extremos 5’ y 3’ no traducidos de los exones 1 y 9 se muestran como 

zonas más claras. Los intrones se representan como líneas. (Cosío y col., 2005). 

 

1.4.3.1. Mecanismo de acción del GR 

El GR inactivo está unido en el citoplasma, a través del extremo C-terminal, a un 

complejo oligomérico con algunas proteínas como las 2 subunidades de proteínas de shock 

térmico o HSP90, la inmunofilina p59 y la fosfoproteína p23. La interacción entre el GR y 

las HSP90 es importante para mantener oculta la señal de localización nuclear necesaria en 

la posterior migración nuclear del GR activado, así como para conservar la configuración 

del dominio C-terminal para la unión al ligando. Además, las HSP90 y otras proteínas 

asociadas al receptor son necesarias, probablemente, para la correcta maduración de los GR 

recién sintetizados (Smith y Toft, 1993). 
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Una vez sintetizados y secretados, los GC son transportados hasta la superficie 

celular unidos a las globulinas fijadoras de GC (GFG). A continuación, los GC son 

liberados de la unión a las GFG y atraviesan la membrana plasmática. Cuando la hormona 

se une al GR, éste se libera de sus interacciones con las HSP90 y esto induce un cambio en 

la conformación del receptor que tiene como resultado la activación del mismo, lo que 

permite su translocación al núcleo, donde se une al ADN a través de su dominio central en 

forma de dímeros (Figura 11). Sin embargo, existen evidencias de que también se producen 

fenómenos de transporte citoplasmático-nuclear del GR no unido a hormona  través de la 

señal de localización nuclear (Reichardt y col., 2001). 

Los lugares de unión al ADN son secuencias palindrómicas de 15 pares de bases 

que se denominan “elementos de respuesta a los GC” (ERG; GGTACAnnnTGTTCT) y 

están situados en la región 5’ promotora de los genes diana. La interacción de los dímeros 

de GC-GR con la doble hélice de ADN en estas regiones ERG, junto con determinados 

coactivadores, da lugar a la inducción o represión de la transcripción génica 

(transactivación). La interacción de un homodímero de GR activado con un ERG 

normalmente da lugar a un incremento de la transcripción, que provoca una mayor síntesis 

proteica. Sin embargo, aún no está completamente demostrado cómo puede variar parte de 

este proceso en función de la dosis o tipo de GC o del tipo de célula blanco en el que esté 

actuando. Además existen evidencias de que el complejo GC-GR es capaz de actuar 

también regulando genes indirectamente a través de la síntesis de proteínas 

antiinflamatorias o, lo que es más importante, por mecanismos de represión. Por ejemplo, la 

inhibición directa de factores transcripcionales pro-inflamatorios como el factor nuclear 

kappa B (NK-κB) o la proteína activadora 1 (AP-1), o la reducción de la estabilidad de 

enzimas relacionadas con la proliferación celular y la expresión génica que tiene lugar en el 

proceso inflamatorio como la de las proteinquinasas activadas por mitógenos (MAPK), 

como así también participando en el reclutamiento y actividad de las enzimas histona 

acetiltransferasa e histona deacetiltraferasa, responsables de la configuración de la 

cromatina (Cosío y col., 2005). 
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Figura 11: Mecanismo de acción del receptor de glucocorticoides (GR): en la sangre, los 

glucocorticoides (GC) se encuentran ligados a las globulinas fijadoras de glucocorticoides (GFG). 

En el citoplasma celular se une a su receptor específico (GR), se produce la dimerización y 

translocación al núcleo donde ejercen su acción sobre el ADN. Allí se une a secuencias específicas 

de bases, denominadas elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG) y de esta manera, actúa 

sobre el gen promotor, e induce la síntesis de ARN mensajero. Éste sale al citoplasma y es 

traducido en los ribosomas, para formar proteínas que son secretadas o permanecen dentro de la 

misma célula (Adaptado de Gómez Ordóñez y col., 2007). 

 

1.4.3.2. El GR en la reproducción 

Las células luteales en la mujer, bovino y rata son sitios potenciales para la acción y 

el metabolismo de los GC debido a que expresan GR nucleares (Myers y col., 2007; 

Komiyama y col., 2008; Tetsuka y col., 1999a).  Los GR se expresan conjuntamente con 

ambas isoformas de la enzima 11βHSD en el CL (Tetsuka y col., 2003; Komiyama y col., 

2008) y en el endometrio bovino (Lee y col., 2007) a través del ciclo estral y la preñez 

temprana (Majewska y col., 2012; Duong y col., 2012). En este sentido, se ha demostrado 

que los ARNm del GR y las enzimas 11βHSD tienen una mayor expresión en el endometrio 

de vacas preñadas que en tejidos obtenidos de animales ciclando (Majewska y col., 2012). 

Estos y otros resultados (Simmons y col., 2010) demuestran que el metabolismo del cortisol 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



1. Introducción 

 

 

 

35 

 

y la expresión de los GR pueden ser diferentes dependiendo del estado fisiológico del útero 

y de la influencia de factores relacionados a la preñez. 

En bovinos, Tetsuka y col., (2010) demostraron que el GR se expresa en todos los 

estadios del crecimiento y dominancia folicular, como así también en folículos atrésicos 

tempranos y tardíos, observándose una expresión aumentada del ARNm de las 11βHSD y 

del GR en los folículos atrésicos. Sin embargo, ni la maduración folicular ni el estímulo 

hormonal parecen afectar la expresión del ARNm del GR, lo que sugiere que la regulación 

transcripcional del GR no es parte del mecanismo regulatorio de GC ováricos en bovinos.  

 

1.5  Enfermedad Quística Ovárica (del inglés Cystic Ovarian Disease: COD) 

La Enfermedad Quística Ovárica (COD) es una importante disfunción ovárica y una 

de las mayores causas de problemas reproductivos en el ganado lechero. Los quistes se 

desarrollan cuando ocurre una falla en la ovulación y los folículos aumentan de tamaño, 

más allá del diámetro ovulatorio y persisten en el ovario interrumpiendo los ciclos estrales 

normales (Vanholder y col., 2006, Rizzo y col., 2011). La patogénesis y la formación de los 

quistes aún no están totalmente dilucidadas. La mayor dificultad en cuanto a su 

investigación es que la incipiente formación del quiste sólo puede ser reconocida 

retrospectivamente luego de que el folículo ha desarrollado extensos cambios patológicos. 

Si bien los quistes foliculares son comunes en el periodo postparto en vacas lecheras, 

pueden también presentarse en animales destinados a la producción de carne (Youngquist, 

1986; Lopez-Diaz y Bosu 1992; Garverick, 1997; Peter, 1997). Se ha descripto que en 

diferentes tipos de rodeos, pueden afectar hasta un 15% de las vacas durante el periodo 

postparto, prolongando los intervalos parto-primer celo y parto-concepción (Silvia y col., 

2005), y por lo tanto, causando pérdidas significativas a la producción pecuaria. Además, 

los quistes, a veces, son acompañados por la expresión de conducta sexual receptiva (estro), 

resultando en costos adicionales por las infructuosas inseminaciones artificiales (Webb y 

col., 1998).  La incidencia de los quistes foliculares en el ganado lechero puede variar entre 

6 y 23% (Garverick, 1997; Silvia y col., 2002; Nelson y col., 2010), este porcentaje puede 

ser mayor debido al hecho de que el 60% de las vacas que desarrollan COD antes de la 
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primera ovulación postparto se recupera espontáneamente y puede pasar desapercibida 

(Peter, 2004). Además, cada evento de la enfermedad agrega entre 22 y 64 días a este 

intervalo (Lee y col., 1988; Borsberry y Dobson, 1989), lo que genera una pérdida 

económica estimada en US$137 por lactancia (Johnston y col., 1997; Silvia y col., 2002). 

Los signos clínicos que acompañan la presencia de quistes ováricos son: anestro, 

ciclos estrales irregulares y manifestaciones de ninfomanía (Vanholder y col., 2006).  

 

1.5.1 Definición 

La COD se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un diámetro 

mayor al ovulatorio, que permanecen en el tiempo ocasionando trastornos en la 

funcionalidad ovárica. Los quistes son estructuras dinámicas, descriptos como folículos 

anovulatorios únicos o múltiples, localizados en uno o ambos ovarios, que tienen un 

diámetro mayor a 18 mm, con una persistencia de más de 6 días, en ausencia de tejido 

luteal, sin tonicidad uterina y con interrupción de los ciclos estrales normales (Bartolomé y 

col., 2005). Sin embargo, esta definición clásica debe ser complementada con el concepto 

de que los quistes pueden regresar y ser remplazados por otros; pueden atresiarse o 

luteinizarse e inclusive puede producirse la ovulación en presencia de estas estructuras por 

lo cual se establece que esta es una enfermedad altamente dinámica (Hamilton y col, 1995; 

Rutter y Russo, 2000; Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005).  

 

1.5.2 Factores predisponentes en la formación de quistes 

Existen muchos factores que contribuyen con el desarrollo de quistes ováricos 

bovinos. Estos pueden clasificarse en factores generales y factores específicos.  

 

1.5.2.1 Factores Generales 

La herencia aparece como uno de los factores menos relevantes. Se ha visto que la 

enfermedad se presenta con mayor frecuencia en algunas líneas de sangre de ganado. Es 

posible que en razas con una mayor predisposición genética a COD, la selección para 
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aumentar la producción láctea pueda incrementar la incidencia a COD (Hooijer y col. 2001; 

Peter, 2004). 

La alta producción láctea se correlaciona positivamente con el desarrollo de quistes, 

ya que la nutrición y la producción de leche están estrechamente relacionadas. La COD se 

observa comúnmente en vacas de alta producción láctea durante la lactancia temprana.  

La intensificación de la producción agropecuaria es un camino sin retorno, ya que la 

demanda mundial de alimentos y biocombustibles deja un margen cada vez menor para la 

ganadería extensiva tradicional debido a la incorporación de nuevas tierras a la actividad 

agrícola. Como consecuencia de este fenómeno es que se ha establecido un sistema 

semiestabulado de los animales. En este sentido, la falta de ejercicio puede considerarse 

como un factor que contribuye a la formación de quistes. 

La tasa de quistes ováricos aumenta con la edad y tiene una distribución variable 

según la estación del año (Kesler y col., 1980; Garverick, 1997). Estudios realizados en 

países fríos como Suecia y Noruega, han mostrado una mayor ocurrencia de COD en los 

partos ocurridos en otoño, los cuales se corresponden con el periodo de servicio durante el 

invierno en establos. En regiones tropicales o cálidas, en contraste, se han reportado mayor  

número de casos de animales con COD durante el verano (Nelson y col., 2010). Si bien no 

se ha demostrado que el fotoperiodo se relacione con el desarrollo de COD, podría actuar 

como un factor predisponente, dado los antecedentes en otras especies (Salvetti y col., 

2004; Palomar y col., 2007). La mayor frecuencia de la enfermedad en el puerperio es una 

expresión evidente de la disfunción endocrina característica de esta fase delicada de la vida 

reproductiva en la hembra bovina. 

La condición corporal de los animales es otro factor predisponente importante: las 

vacas con una condición corporal mayor a 4 (escala de 0 a 5) tienen una frecuencia de 2,5 

veces superior a presentar quistes con respecto a las que poseen una condición corporal 

menor o igual a 3.  
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1.5.2.2 Factores específicos 

Alimentación: Las raciones ricas en proteínas utilizadas para elevar la producción de 

leche, asociadas a la falta de ejercicio, podrían ser factores importantes en el desarrollo de 

la enfermedad. La COD es muy común en hembras de alta producción y durante la 

lactancia temprana. En este periodo la mayor parte de la energía se deriva a la producción 

de leche, además de los requerimientos básicos de mantención, dejando al animal 

vulnerable a perturbaciones endócrinas y metabólicas. El rol de los fitoestrógenos aún no 

ha sido establecido, sin embargo, muchos investigadores han sugerido que el forraje con 

alto contenido de componentes estrogénicos podría estar asociado al desarrollo de COD 

(Roberts, 1986).  

Infecciones uterinas: durante el periodo postparto, las hembras bovinas son 

susceptibles a diversos procesos patológicos, incluyendo la retención de placenta, 

endometritis, metritis, hipocalcemia, y anestro postparto (Nelson y col., 2010). Se sugiere 

que las infecciones uterinas postparto pueden estimular la secreción de PGF2α y de cortisol 

lo que predispone a las vacas al desarrollo de COD. Además, las endotoxinas bacterianas 

liberadas en el útero pueden estimular dicha secreción, suprimiendo de esta manera la 

liberación preovulatoria de LH (Bosu y Peter, 1987). El mecanismo a través del cual ocurre 

esta modulación es desconocido (Peter y col., 1991; Suzuki y col., 2001), sin embargo las 

endotoxinas, conjuntamente con sus mediadores las interleuquinas, son responsables de la 

mayoría de los efectos patógenos. Por otra parte, las interleuquinas son capaces de inducir 

la liberación de CRH del hipotálamo y consecuentemente la ACTH de la hipófisis, lo cual 

estimula a la glándula adrenal a incrementar la producción de corticoesteroides, e inhibir la 

formación de LHR en células de la granulosa. Todas estas acciones resultan en un aumento 

del cortisol, y la supresión del pico preovulatorio de LH. De esta manera, se produce un 

disturbio de las interacciones hormonales que controlan el funcionamiento normal del 

ovario (Battaglia y col., 2000; Williams y col., 2001; Peter, 2004). 

Estrés: Los estresores reducen la fertilidad por interferir con los mecanismos que 

regulan el cronograma de eventos dentro de la fase folicular del ciclo estral. El rol del estrés 

en la patogénesis de la COD es mediado por los niveles de cortisol liberados de manera 
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endógena que ejercen su acción inhibitoria sobre la liberación de LH. La capacidad de las 

corticotropinas de inducir la enfermedad ha sido demostrada experimentalmente por la 

administración de ACTH en vacas (Peter y Liptrap, 1985; Dobson y col., 2000; Ribadu y 

col., 2000; Ortega y col., 2007b) y en cerdas (Liptrap y McNally, 1976; Peter, 2004). Los 

GC son factores claves que afectan al eje hipotálamo-hipofisario-gonadal, y otras hormonas 

como la ACTH y la CRH juegan solamente un papel secundario (Moberg, 1991). Se cree 

que los péptidos opioides endógenos (producidos por la hipófisis y el cerebro) bloquean la 

onda preovulatoria de LH inducida por los estrógenos y la liberación de GnRH (Malven, 

1986). La inhibición de la secreción de la LH hipofisaria, consecuencia de la acción 

fisiológica de los GC, podría ser causada por la modificación en la retroalimentación de los 

esteroides gonadales, dado que los corticoides reducen el efecto estimulante de los 

estrógenos sobre la secreción de la LH. 

 

1.5.3 Etiología y Patogenia 

La patogenia de la COD corresponde a un trastorno plurifuncional de la ovulación, 

que tiene una etiología multifactorial con factores hereditarios, clínicos y ambientales 

(estrés, manejo nutricional, enfermedades infecciosas, y manejo en general), que son los 

responsables del proceso de la enfermedad (Liptrap y McNally, 1976; Kesler y Garverick, 

1982; Bosu y Peter, 1987; Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Eyestone y Ax, 1984; Woolums y 

Peter, 1994b; Garverick, 1997; Peter, 1997; Zulu y Penny, 1998; Peter, 2000; Ribadu y col., 

2000). Independientemente de la causa, falla la ovulación del folículo dominante que se 

convierte en una estructura quística anovulatoria. Debido a la gran cantidad de factores 

involucrados en la formación de los quistes ováricos, la causa primaria de la enfermedad no 

ha sido establecida claramente aún (Silvia y col.,  2005; Vanholder y col., 2006). Uno de 

los motivos que dificulta esto es que en el momento en que se hace el diagnóstico clínico 

no se conocen los procesos que condujeron a su formación y futura regresión-recambio de 

los quistes. 
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1.5.3.1 Disfunción hipotálamo-hipofisaria 

La hipótesis más aceptada en cuanto a la formación de los quistes incluye la teoría 

de una disfunción neuroendocrina del eje hipotálamo-hipofisario-gonadal (Liptrap y 

McNally, 1976; Kesler y Garverick, 1982; Eyestone y Ax, 1984; Bosu y Peter, 1987; 

López-Diaz y Bosu, 1992; Hamilton y col., 1995; Garverick, 1997; Zulu y Penny, 1998; 

Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Peter, 2004). De acuerdo con esta hipótesis, la 

causa primaria es que la liberación de LH desde el eje hipotálamo-hipófisis está alterada: el 

pico preovulatorio de LH no se produce, es insuficiente en magnitud u ocurre pero en un 

momento equivocado de la maduración del folículo dominante, lo cual conduce a la 

formación del quiste (Vanholder y col., 2006). Los folículos preovulatorios secretan 

estrógenos que causan una retroalimentación positiva sobre el eje hipotálamo-hipofisario 

para liberar LH responsable de la ovulación. Una alteración en este proceso resulta en una 

falla o en una inadecuada liberación de GnRH desde el hipotálamo. La respuesta hipofisaria 

para este evento es una liberación inadecuada o excesiva de LH y/o en un momento 

inapropiado. El rol exacto de la LH en el proceso de la enfermedad no está claramente 

comprendido aún. Se ha sugerido que una reducción en los pulsos de LH podrían 

relacionarse con la anovulación (Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000). En este 

sentido, si el pico de GnRH/LH ocurre prematuramente durante el crecimiento folicular, 

por ejemplo cuando está presente un folículo no ovulatorio, puede ocasionar la pérdida de 

sensibilidad del hipotálamo al efecto de retroalimentación positiva del estradiol, llevando 

de esta manera a la anovulación y consecuente formación de quistes (Gümen y col., 2002; 

Gümen y Wiltbank, 2002). La restitución de la sensibilidad del hipotálamo sólo es posible 

con una nueva exposición a progesterona (Gümen y Wiltbank, 2005; Ozturk y col., 1998). 

Esta falta de respuesta del hipotálamo a los estrógenos, parece estar presente en la mayoría 

de las vacas con COD, y ha sido demostrada mediante el suministro de estradiol exógeno 

que no pudo inducir el pulso de LH (Dobson y Nanda, 1992; Refsal y col, 1987; Refsal y 

col., 1988). La remoción del ovario quístico por ovariectomía, permitió restaurar el 

mecanismo de retroalimentación y la capacidad del estradiol de generar la nueva oleada 

gonadotrópica (De Silva y Reeves, 1988), por lo que dicha insensibilidad puede ser 
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considerada una consecuencia más que una causa de COD. La misma podría deberse a 

cambios en la expresión de receptores hormonales esteroides (de estrógenos, progesterona y 

andrógenos) y proteicas (LHR y FSHR) a nivel hipotálamo-hipofisario (Odore y col., 

1999). 

Hatler y col. (2003) observaron que en el momento del diagnóstico de COD en 

bovinos, la mayoría de los casos estaban acompañados de concentraciones suprabasales de 

progesterona. Precisamente, el efecto de niveles elevados, aunque subluteales, de dicha 

hormona, sería inhibir la ovulación por bloquear el pico de LH y aumentar su frecuencia 

pulsátil basal. Sin embargo, esta hipersecreción basal de LH no se asociaría a las causas de 

formación de los quistes sino a su persistencia a lo largo del tiempo.   

 

1.5.3.2 Disfunción ovárica/folicular 

Numerosos estudios se han llevado a cabo para caracterizar la dinámica del 

crecimiento y desarrollo folicular, sin embargo la comprensión de los cambios celulares y 

moleculares que ocurren dentro del folículo ovárico previo al proceso de anovulación es 

aún escasa (Wiltbank y col., 2002). 

 Los cambios celulares pueden darse por una producción aberrante de factores de 

crecimiento por las células de la granulosa (Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010: 

Rodríguez y col., 2013) con alteraciones en la síntesis de las proteínas de la matriz 

extracelular (MEC) (Salvetti y col., 2004; Ortega y col., 2007a). Las variaciones en la 

expresión y en el número de receptores de hormonas hipotálamo-hipofisarias así como de 

hormonas esteroides parecen estar implicados en la anovulación de un folículo dominante. 

Las alteraciones en la expresión  del receptor de LH podrían ser uno de los factores 

involucrados (Vanholder y col., 2006). El pico de LH inicia un complejo proceso de 

activación de múltiples genes que ocurre en varios pasos, en el que el tiempo es esencial 

para conducir finalmente a la ovulación del folículo preovulatorio (Robker y col., 2000; 

Vanholder, y col., 2006). De acuerdo con Kawate y col. (1990), el número de receptores de 

FSH y LH en las células de la granulosa de los quistes se reduce en comparación con los 

folículos normales, pero esto se contradice con los datos de Odore y col. (1999) y Calder y 
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col. (2001). Las discrepancias entre los resultados obtenidos en los diferentes estudios 

pueden explicarse por las diferencias en la metodología empleada o en la caracterización de 

las muestras.    

Por otro lado, las alteraciones en la expresión de los receptores de esteroides, 

particularmente los de progesterona y estrógenos, podrían estar involucradas en la 

anovulación (Odore y col., 1999, Peter, 2004). Además, la diferenciación folicular y las 

dinámicas foliculares alteradas observadas en COD pueden ser mediadas por la expresión 

modificada de los receptores de esteroides ováricos (Ortega y col., 2007b, 2008; Salvetti y 

col., 2007; Alfaro y col., 2012). Los cambios en la expresión del receptor o en las isoformas 

de estos receptores, podrían alterar la vía de señalización de los esteroides culminando en 

alteraciones en la proliferación celular, la apoptosis y la diferenciación (Rosenfeld y col., 

2001; Drummond y col., 2002; Walters y col., 2008). Un balance inapropiado entre los 

receptores de estrógeno α y β por ejemplo puede causar modificaciones en el desarrollo 

folicular normal, dadas las diferencias en afinidad por el 17β-estradiol de cada uno de ellos 

o debido a la formación de homo u heterodímeros previo a la unión al elemento de 

respuesta sobre el ADN (Odore y col., 1999; Salvetti y col., 2007; Alfaro y col., 2012; 

Salvetti y col., 2012). 

Además de los cambios en la expresión y contenido de los receptores implicados en 

la esteroidogénesis, los mecanismos que regulan el crecimiento, la diferenciación y la 

apoptosis de las células de la granulosa y la teca, tienen gran importancia clínica, ya que 

una falla en la vía de señalización de alguno de estos caminos puede estar implicada en la 

formación de los quistes ováricos (Peter y Dhanasekaran, 2003). Estudios recientes 

sugieren que los procesos apoptóticos pueden estar implicados en la anovulación. La falta 

de ocurrencia de dicho proceso en células de la granulosa podrían contribuir a la formación 

y persistencia de una estructura anovulatoria (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 

2010). 

Los mecanismos de estrés mediante el cual el eje hipotálamico-hipofisario-adrenal 

pueden afectar la función ovárica son otras de las posibles causas de la formación de 

quistes (Baravalle y col., 2007). Se sabe que los corticoides incrementan la síntesis de 
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progesterona estimulada por la FSH, debido a la estimulación de la actividad de la enzima 

3β-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (Hsueh y Erickson, 1978; Moberg, 1991). Se cree 

también, que el cortisol producido en condiciones de estrés podría ser almacenado en el 

líquido folicular e inducir cambios notables en la esteroidogénesis y la expresión de LHR a 

nivel de la pared folicular, que contribuyan al desarrollo de la enfermedad (Moberg, 1991). 
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Objetivo general: 

 

Estudiar la expresión y regulación de receptores que podrían mediar la respuesta a 

estresores a nivel ovárico y las enzimas relacionadas con el metabolismo de 

glucocorticoides, buscando dilucidar su participación en los mecanismos causantes de los 

quistes foliculares y su relación con anestro de otros tipos asociado al estrés.  

 

El presente estudio fue diseñado para examinar los patrones de expresión de los 

receptores de ACTH, de las isoformas de la 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(11βHSD) y de proteínas relacionadas a la síntesis de esteroides, tanto in vivo como in 

vitro, e identificar patrones de respuesta a diferentes estímulos. 

 

La hipótesis general de trabajo, basada en resultados obtenidos previamente en 

nuestro laboratorio y en datos publicados por otros autores, fue que la regulación de las 

enzimas que participan en el metabolismo del cortisol en el ovario bovino, podrían jugar un 

papel clave en la patogenia de la condición quística. Está claramente determinado que la 

ovulación es un evento inflamatorio, caracterizado por un incremento en la síntesis de 

interleuquinas y prostaglandinas. Un mecanismo fisiológico para limitar dicho proceso 

inflamatorio en el ovario podría estar representado por la generación incrementada de 

glucocorticoides antiinflamatorios debido a la actividad reductasa de la 11βHSD1 en el 

momento de la ovulación. Sin embargo, alteraciones en este proceso, como podrían ser el 

exceso de cortisol de origen adrenal o el estímulo directo de la ACTH sobre el ovario a 

través de sus receptores, podrían exacerbar este mecanismo, llegando a una acción 

antiinflamatoria local de tal magnitud que inhibiera el proceso de ovulación, favoreciendo 

la persistencia folicular y la posterior formación de quistes. De esta hipótesis surgieron los 

siguientes objetivos específicos: 
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1- Caracterizar la expresión de los receptores de melanocortinas en los componentes 

del ovario bovino en relación a diferentes estadios fisiológicos y en situaciones 

patológicas. 

2- Determinar los perfiles de expresión y localización de ARNm y proteínas de las 

enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 en el ovario bovino, analizando los niveles 

intrafoliculares de cortisol y cortisona como indicadores de su actividad. 

3- Identificar in vitro los tipos celulares foliculares que sufren modificaciones en la 

expresión de las variables estudiadas, frente a estímulos específicos 

(gonadotrofinas, ACTH, prostaglandinas e interleuquinas) y determinar 

diferencias entre las células y tejidos provenientes de folículos normales y 

folículos quísticos. 

4- Caracterizar la expresión del receptor de glucocorticoides en los componentes del 

ovario bovino en diferentes estadios fisiológicos y en situaciones patológicas. 

5- Analizar los niveles séricos e intrafoliculares de gonadotrofinas, ACTH y 

esteroides correlacionándolos con el resto de las variables estudiadas. 

6- Reproducir in vitro, las condiciones halladas en el líquido folicular de quistes de 

animales diagnosticados a campo, y evaluar la respuesta de tejido ovárico de 

animales controles. 

7- Determinar similitudes y diferencias entre los hallazgos efectuados en los 

modelos experimentales, con aquellos realizados en ovarios de animales con 

anestro diagnosticados a campo o provenientes de bovinos sacrificados en 

frigoríficos, con la finalidad de validar el modelo experimental utilizado. 
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3.1 Procedimientos llevados a cabo con animales 

Todos los procedimientos efectuados con animales se realizaron de acuerdo a las 

normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in 

Research and Teaching. Tercera Edición. Federation of Animal Science Societies, 2010) y 

fueron aprobados por el Comité de Ética y Seguridad de la Facultad de Ciencias 

Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el número 32/2008. 

 

3.1.1 Diagnóstico y obtención de muestras provenientes de casos de COD espontánea 

identificados a campo 

Se realizó la identificación de casos de COD espontánea a través de controles 

reproductivos de rutina en rodeos comerciales de la zona, mediante la cooperación de 

numerosos profesionales del área de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias 

(UNL). Estos médicos veterinarios nos informaron al primer indicio de alteraciones 

foliculares compatibles con COD, las cuales fueron verificadas mediante ultrasonografía 

(Transductor lineal transrectal 5 MHz, Honda HS101V, Japón) teniendo en cuenta para su 

correcto diagnóstico la definición de COD reportada por Bartolomé y col. (2005). 

A partir del diagnóstico de COD, y dependiendo del tipo de animal, se tomaron dos 

tipos de muestras: ovarios enteros (en vacas con indicación de rechazo por motivos no 

reproductivos) o líquido folicular (en vacas que continuaban en el tambo). La obtención de 

ovarios enteros se efectuó mediante ovariectomía bilateral transvaginal, mientras que la 

obtención de líquido folicular se realizó por aspiración folicular guiada por ecografía, 

utilizando la técnica descripta por Schernthaner y col. (1999) y las adaptaciones de Seneda 

y col. (2003), como se detalla más adelante. 

En todos los casos se tomaron muestras de sangre y se confeccionó una anamnesis 

completa de los animales, recabando datos sobre la alimentación que recibían, condiciones 

climáticas, medidas de manejo, etc., para un posterior análisis en trabajos paralelos. 

 

3.1.1.1 Aspiración folicular guiada por ecografía 

Para la realización de la aspiración de líquido folicular se adaptó la técnica descripta 

por Seneda y col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtención de muestras 
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para estudios moleculares (Figura 12). Con este fin, se utilizó un sistema de ultrasonido 

digital Chison 8300 vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado 

en una sonda transvaginal para aspiración folicular (Watanabe Tecnología Aplicada Ltda., 

Brasil). La misma posee una guía para la colocación de una aguja calibre 20G con bisel 

ecogénico que se conecta por medio de una tubuladura de teflón a tubos contenedores 

cónicos estériles de 50 ml. Para la aspiración se empleó una bomba de vacío (Watanabe 

Tecnología Aplicada Ltda., Brasil) a una presión de aspiración de 500 mm Hg. El 

dispositivo de aspiración fue introducido por vía vaginal hasta contactar con el fondo de la 

misma y el ovario, localizado por tacto rectal, fue acercado y fijado al transductor de la 

sonda. Luego se realizó la introducción de la aguja a través de la pared vaginal y 

posteriormente a través de la pared folicular para la toma de muestra. Inmediatamente 

después de recolectada la muestra de líquido folicular, se procedió a su conservación a 

temperatura de refrigeración (4-6°C) y traslado al laboratorio para su procesamiento. 

 

Figura 12: Técnica de aspiración folicular guiada por ecografía. 

 

 

3.1.1.2 Ovariectomía bilateral mediante abordaje transvaginal 

Una vez detectada la COD, en vacas con indicación de rechazo, se procedió a la 

obtención de muestras de ovarios enteros mediante ovariectomía bilateral de acuerdo a lo 

descripto por Garnero y Perussia (2002). Esta técnica se realizó a través de abordaje 

transvaginal con el animal en pie (Figura 13). 

En primer lugar se sedó al animal con 150 mg totales de clorhidrato de ketamina 

(Ketamina 10%, Alfazan
®

) y se efectuó anestesia epidural baja con 100 mg totales de 

clorhidrato de lidocaína (Lidocaína 2%, Vetue
®

). En segundo lugar, se realizó la limpieza y 

desinfección del área perineal y de la cavidad vaginal con una solución de cloroxilenol al 
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5%. Luego se procedió a realizar una pequeña incisión en el fondo de la vagina (parte 

dorsal o techo de la misma) utilizando un bisturí de hoja oculta, perforando ésta y el 

peritoneo con la ayuda de un tensor de vagina. El siguiente paso consistió en introducir una 

mano dentro de la cavidad pélvica, localizar el útero y retraerlo junto con los ovarios, 

dentro de la vagina (Garnero y Perusia, 2002). Se procedió a la sección y extracción de 

ambos ovarios, ligando previamente por transfixión los vasos sanguíneos que lo irrigan. 

Para evitar rupturas de las estructuras foliculares, previo a la ovariectomía se realizó la 

extracción de líquido folicular mediante el sistema de aspiración folicular anteriormente 

descripto. Finalmente los animales fueron tratados con antibióticos (Penicilina-

Estreptomicina 20.000 UI/kg/día, durante 5 días; Penicilina-estrepto
®

, Laboratorio Río de 

janeiro), coagulantes (Ciclonamina 6mg/kg + Vitamina K 0,02 mg/kg; Coagulante 

Chinfield®, Laboratorio Chinfield), antiinflamatorios (Flunixin meglumina 2,2mg/kg/día, 

durante 3 días; Algimine 5%
®

, Zoovet) y antiparasitarios externos aplicado en forma de 

aerosol sobre la herida y 4 cm alrededor de la misma (Fenitrotión 6,63 %, Curavet
®

 plata 

aerosol, Zoovet). 

 

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

 

 

 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



3. Materiales y Métodos 

 

51 

 

3.1.2 Inducción experimental de COD 

Está demostrado que la ACTH causa una supresión de la secreción basalde LH 

durante la fase folicular del ciclo estral, afectando el desarrollo folicular (Ribadu y col., 

2000). Al prolongar la fase lútea con niveles bajos de progesterona (1-2 ng/ml) se obtiene 

como resultado el desarrollo de folículos por un periodo prolongado de tiempo, lo cual 

indica que cambios sutiles en el entorno hormonal pueden alterar dramáticamente el patrón 

normal del desarrollo folicular en los bovinos ocasionando el desarrollo de quistes 

foliculares, razón por la cual, este modelo fue seleccionado para inducir COD (Sirois y 

Fortune, 1988; Ortega y col., 2007b, 2008). 

 

3.1.2.1 Animales 

Se utilizaron 15 vaquillonas de la raza Holando Argentino puros por cruza, de entre 

18 y 24 meses de edad, con un peso promedio de 400 kg, examinadas por tacto rectal y 

ultrasonografía antes del comienzo de la experiencia para comprobar la normalidad en su 

tracto reproductor y la normalidad y regularidad de sus ciclos estrales. Los animales fueron 

alojados en corrales descubiertos; la alimentación se basó en alimento balanceado 

comercial, heno de alfalfa y agua ad libitum.  

Todas las vaquillonas fueron sometidas a la sincronización de sus ciclos estrales 

mediante el protocolo Ovsynch (Pursley y col., 1995) de la siguiente manera: se 

administraron 10 µg de un análogo sintético de GnRH por vía intramuscular (2,5 ml de 

acetato de buserelina, Receptal
®

, Intervet, Argentina) el día -9, el día -2 se administraron 

150 µg de PGF2α (D+Cloprostenol, Ciclar
®

, Zoovet) y el día 0 se realizó la última 

administración de 10 µg de GnRH. La ovulación fue confirmada mediante ultrasonografía 

(Sirois y Fortune, 1988) luego de la última inyección de GnRH y ese día se consideró el día 

1 del ciclo estral (Figura 14). Durante este periodo, los animales no recibieron ningún otro 

tratamiento. 
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Figura 14: Protocolo de sincronización de celos e inducción de quistes ováricos foliculares 

mediante administración de ACTH.    

 

3.1.2.2 Grupos experimentales 

Los animales fueron distribuidos en 2 grupos que fueron alojados en corrales 

separados.  

Grupo I: luego de la sincronización de celo, 5 vaquillonas se trataron con 100 UI de 

un polipéptido sintético con actividad ACTH (1mg/ml de Tetracosactido corticotropina, 

Synacthen Depot, Novartis, Basel, Suiza), cada 12 horas por un periodo de 7 días seguidos, 

contabilizados a partir del día 15 del ciclo estral. El tratamiento (día 15 del ciclo estral 

normal) se inició en el momento del ciclo en el que la onda de LH preovulatoria comienza a 

ser sensible a la inhibición por la ACTH exógena (Liptrap y McNally, 1976; Dobson y col, 

2000; Ortega y col., 2008). 

Grupo II: un grupo de 10 hembras se mantuvieron en condiciones ambientales 

normales, como grupo control y recibieron 1ml de solución salina, cada 12 horas durante 7 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



3. Materiales y Métodos 

 

53 

 

días. Estos animales, una vez sincronizados, fueron sometidos a ovariectomía durante 

diferentes etapas del desarrollo folicular. 

 

3.1.2.3 Monitoreo de los cambios ováricos 

Para monitorear los cambios en el ciclo estral se realizaron exámenes diarios 

mediante tacto rectal y ultrasonografía a las vaquillonas de ambos grupos hasta la obtención 

de las muestras. Se utilizó un equipo de ultrasonografía Aloka 500 (Japón), equipado con 

un transductor lineal transrectal de 5.0 MHz. Se tomaron como parámetros normales de 

proestro un diámetro medio de los folículos ovulatorios de 15-18 mm, ausencia de cuerpo 

lúteo y presencia de tono uterino, además de una duración media del ciclo estral de 20-21 

días. 

Se consideraron estructuras quísticas todos aquellos folículos con un diámetro 

mayor de 20 mm y que persistieron por 10 días sin ovular y sin formación de cuerpos lúteos 

(Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005). El primer día de formación del quiste fue el 

día en que la formación folicular superó 20 mm de diámetro. 

 

3.1.2.4 Ovariectomía bilateral mediante abordaje por el flanco 

La extracción de los ovarios se realizó mediante abordaje por el flanco izquierdo 

con el animal en pie (Figura 15), el cual se preparó quirúrgicamente. En primer lugar se 

realizó la sedación mediante la aplicación por vía subcutánea (SC) de 5 ml de una 

formulación que combina 5 mg/ml de Clorpromazina y 2 mg/ml de Difenhidramina 

(Stresin LA
®

, Laboratorio Rio de Janeiro) y luego se realizó anestesia local infiltrativa 

según la técnica de Magda modificada, utilizando 160 ml de clorhidrato de lidocaína al 2% 

(Lidocaína 2%, Vetue
®

). Se procedió realizar una incisión desde dorso-caudal hacia ventro-

craneal de la piel del flanco y los planos musculares que se encuentran debajo de la misma, 

de una longitud suficiente para permitir un buen acceso a cavidad abdominal de las manos 

del cirujano. Una vez localizados, ambos ovarios fueron extraídos ligando previamente por 

transfixión los vasos sanguíneos que lo irrigan, y procediendo luego a la sutura de los 

planos musculares y de la piel (Garnero y Perusia, 2002). Finalmente los animales fueron 

tratados con antibióticos, coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios externos tal y 
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como fuera descripto previamente para la ovariectomía bilateral mediante abordaje 

transvaginal. Previamente a la ovariectomía se obtuvieron diariamente muestras de sangre, 

desde el inicio del tratamiento con ACTH hasta el día de la ovariectomía. 

 

Figura 15: Técnica de ovariectomía bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo. 

 

3.1.2.5 Procesamiento de las muestras 

Los ovarios o el líquido folicular proveniente de animales con COD espontánea 

diagnosticada a campo, así como aquellos procedentes del modelo experimental, fueron 

procesados en el Laboratorio de Biología Celular y Molecular Aplicada (LBCMA) de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias- Universidad Nacional del Litoral (FCV-UNL). 

Se tomaron 3 tipos de muestras a partir del material proveniente del campo y del 

modelo experimental para las determinaciones posteriores: 

a) Muestras de líquido folicular, obtenidas por aspiración folicular guiada por 

ecografía en quistes diagnosticados a campo, o mediante jeringa y aguja en folículos 

intactos de ovarios enteros obtenidos por ovariectomía (quísticos o controles). El líquido 

folicular recolectado fue conservado a -20°C y destinado a mediciones hormonales. 

b) Los ovarios enteros (quísticos o controles), luego de la extracción de pequeñas 

partes de pared folicular y de líquido folicular, fueron reducidos y fijados en formol 

bufferado al 10% durante 8 hs a 4ºC y se procesaron siguiendo protocolos de rutina para su 

inclusión en parafina. 
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c) La sangre fue procesada para obtener suero, el cual fue conservado a -20ºC. Esto 

permitió previamente corroborar el modelo experimental y las modificaciones endocrinas 

existentes durante el desarrollo del mismo. De la misma manera, el suero obtenido de los 

animales con diagnóstico de COD espontánea en los establecimientos pecuarios, permitió 

evaluar los parámetros hormonales de los mismos. 

 

3.1.3 Obtención y procesamiento de muestras obtenidas en la playa de faena 

En el frigorífico, se procedió a la recolección de ovarios con folículos terciarios y 

con folículos compatibles con la descripción de quistes foliculares (Bartolomé y col., 

2005), dentro de los 20 minutos de muerte de los animales (Figura 16). Los ovarios se 

obtuvieron de hembras bovinas de raza Holando Argentino, evaluadas visualmente como 

vacas no preñadas, sin la presencia de anormalidades macroscópicas del sistema 

reproductivo. Inmediatamente los ovarios fueron refrigerados y trasladados al LBCMA-

FCV-UNL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Ovarios provenientes de playa de faena. A: ovarios sanos con folículos terciarios 

grandes y CL. B: ovarios con estructura quística de diámetro superior  a 30 mm en uno de ellos. 

 

En el LBCMA, se procedió a tomar las siguientes muestras: 

a) Muestras de pared folicular completa (teca y granulosa) de folículos terciarios de 

ovarios normales, los cuales fueron clasificados de acuerdo Parrott y Skinner (1998) en: 

folículos pequeños menores a 5 mm de diámetro, folículos medianos entre 5 y 10 mm y 

folículos grandes mayores a 10 mm. También se tomaron muestras de pared completa de 

A B 
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quistes. Todas estas muestras se conservaron a –80°C hasta su procesamiento (extracción 

de proteínas para la técnica de Western Blot).  

b) Teniendo en cuenta la clasificación folicular anteriormente mencionada, se tomaron 

muestras de la teca de folículos terciarios de ovarios normales y de quistes, las cuales se 

lavaron con agua DEPC y se conservaron a -80°C hasta su procesamiento (extracción de 

ARN total para PCR de punto final y PCR en tiempo real). 

c) Muestras de células de la granulosa de folículos terciarios de ovarios normales 

(Parrot y Skinner, 1998) y de quistes. Para esto, se realizó el aspirado del líquido folicular 

de los diferentes folículos conteniendo células de la granulosa, con jeringa 1 ml y aguja 

25G, y se conservó a -80°C hasta su procesamiento (extracción de ARN total para PCR de 

punto final y PCR en tiempo real). 

d) Muestras de pared folicular completa de ovarios sanos y con quistes destinadas a 

cultivos celulares como se describe más adelante. 

e) Líquido folicular de las muestras obtenidas en frigorífico, se guardóa -20°C para 

las posteriores determinaciones hormonales. 

 

3.2 Cultivos de tejidos 

3.2.1 Obtención y procesamiento de las muestras 

Con la finalidad de estudiar la respuesta de la pared como un todo, incluyendo las 

interacciones entre teca y granulosa, se tomaron diferentes porciones de folículos de 

ovarios bovinos obtenidos en playa de faena, las que se utilizaron como controles o fueron 

sometidas a tratamientos hormonales. 

Bajo campana de seguridad de tipo II, se lavaron los ovarios con buffer fosfato 

salino (PBS) estéril y se aspiraron los folículos con aguja 25G y jeringa de 1ml. El líquido 

folicular obtenido se guardó a -20°C para posteriores determinaciones hormonales. 

A continuación, se procedió a la obtención de los folículos terciarios grandes y los 

quistes con la ayuda de un bisturí. Cada folículo se seccionó en cuatro porciones de 

aproximadamente 50 mg cada una, tres destinadas a los diferentes tratamientos hormonales 

y una para control basal, se utilizaron un total de 6 folículos terciarios grandes y 6 folículos 

quísticos. Las distintas porciones de tejido se colocaron en placas de cultivo (Nunc plate, 
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Applied Scientific
®

, South San Francisco, CA, USA) de 24 pocillos (1,5 ml medio/pocillo) 

y en medio de cultivo buffer bicarbonato Krebs-Ringer pH 7,4 (NaCl 118 mM, KCl 

4.7 mM; KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 25 mM; NaHCO3, 2.5 mM, glucosa 

11.5 mM, BSA 0.1%y ácido ascórbico 100 µg/ml; todos obtenidos de Sigma Chemical Co., 

St Louis, MO, USA). El medio de cultivo, fue equilibrado previamente durante 2 horas en 

una estufa de cultivo (Forma Scientific 3154 Water-Jacketed Incubator, 178 Asheville, NC, 

USA) gaseada con 95% O2 y 5% CO2 a 37°C. Las placas preparadas de esta manera se 

incubaron durante 20 minutos. 

 

3.2.2 Tratamiento hormonal de los cultivos de tejidos 

Luego del pre-cultivo, 3 de las 4 porciones de tejido de los distintos folículos 

terciarios grandes y quísticos se colocaron en medio de cultivo con 1, 10 o 100 nM de 

ACTH (Laboratorios ELEA
®

, Buenos Aires, Argentina), durante 3 horas a 37°C. La 

porción de tejido usada como control (secreción basal) se incubó de la misma manera pero 

sin el estímulo de ACTH (Figura 17). Una vez finalizado el ensayo, se tomó el medio de 

cultivo de cada pocillo y se lo guardó a -20°C para posteriores determinaciones 

hormonales, y las muestras de pared folicular se guardaron inmediatamente a -80°C para 

ser utilizadas para la determinación de la expresión de las enzimas 11βHSD por Western 

Blot.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Esquema ilustrativo del protocolo general de cultivo de tejidos de diferentes folículos 

terciarios grandes (n=6) y folículos quísticos (n=6) de ovarios bovinos. 
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3.3 Determinaciones hormonales 

Las concentraciones de 17β-estradiol, progesterona, testosterona y cortisol presentes 

en el líquido folicular y en el suero, obtenidos de los animales controles y con COD 

espontánea e inducida con ACTH, como así también en los medios de incubación 

provenientes de los cultivos de tejidos, fueron medidos utilizando kits de ELISA (Estradiol 

EIA, DSL-10-4300; Progesterona EIA, DSL-10-3900; Testosterona EIA, DSL-10-4000; 

Cortisol DSL-1-200; Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, USA), de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue 7 pg/ml para estradiol, 

0.13 ng/ml para progesterona, 0.04 ng/ml para testosterona, y 0.10 μg/dl para cortisol. Para 

los medios de incubación, los resultados se normalizaron en relación al peso del tejido y se 

expresaron como concentración/mg de tejido (Amweg y col., 2011). 

 

3.4 Obtención y cuantificación de ARNm correspondiente a 11βHSD, GR y MCRs 

3.4.1 Extracción de ARN total 

Para la obtención del ARN total a partir de tejido o líquido folicular, se procedió de 

la siguiente manera:   

a) La obtención de células de la granulosa a partir de líquido folicular se llevó a cabo 

centrifugando el mismo a 2000g durante 5 minutos y a 4°C. El sobrenadante fue 

separado y almacenado como líquido folicular a -20°C. Al precipitado celular 

obtenido, correspondiente a las células de la granulosa, se le agregó 750 µl del 

reactivo TRIzol
®

 LS Reagent (Cat. Nº 10296-028 Invitrogen). Las células fueron 

lisadas mediante el uso de un vórtex (ZX Classic, VELP Científica
®

).  

b) Para la obtención de las células de la teca, se pesaron aproximadamente 60mg de 

tejido congelado que fue lavado con agua DEPC 3 a 4 veces, mezclando en un 

vórtex y descartando el agua cada vez, para eliminar posibles células de la granulosa 

presentes. A continuación se agregaron 750 μl del reactivo TRIzol
®

 LS Reagent 

(Cat. Nº 10296-028 Invitrogen) y luego se procedió a la homogeneización del 

tejido, con un homogeneizador de mano (Ultra Turrax
®

 IKA T10 Basic), hasta 

lograr la dispersión total del mismo. 
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A continuación, la suspensión de células de la granulosa o la teca fue incubada 

durante 5 minutos a 4°C y luego se agregaron 200 μl de cloroformo, agitando 

vigorosamente para favorecer el contacto entre las fases. La mezcla resultante fue incubada 

durante 15 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, se procedió a centrifugar a 12000g 

durante 20 minutos a 4°C para permitir la diferenciación de las fases. La fase acuosa fue 

trasvasada a un tubo estéril, se adicionó igual volumen de isopropanol, y para favorecer la 

precipitación de ácidos nucleicos de interés se incubó toda la noche a -20°C. Al día 

siguiente, se realizó una nueva centrifugación a 12000g durante 20 minutos a 4°C. El 

precipitado obtenido, correspondiente al ARN total, fue lavado con etanol 75% y 

finalmente resuspendido en agua DEPC precalentada a 60°C, libre de ARNasas. 

Previamente a la transcripción reversa, se realizó el tratamiento con 

desoxirribonucleasa I (DNase I, Amplification Grade, Invitrogen) del ARN total extraído, 

con el fin de eliminar posibles contaminaciones con ADN genómico. Luego se procedió a 

la inactivación de la enzima mediante el agregado de EDTA 25 mM incubando a 65°C 

durante 10 minutos. Finalmente se determinó la integridad y pureza del ARN total por 

lectura en espectrofotómetro UV/Visible (Jenway 7315). 

 

3.4.2 Transcripción Reversa para la síntesis del ADN copia (ADNc) 

Las reacciones de transcripción reversa se llevaron a cabo agregando cantidades 

constantes de ARN a la mezcla de reacción conteniendo cebadores con secuencias al azar 

(1 μg/μl), dNTPs (25 mM), buffer de reacción para la enzima (5x), DTT (0,1 M), inhibidor 

de ribonucleasas (RNaseOUT 40 U/μl) y retrotranscriptasa MMLV (200 U/μl) en 

cantidades apropiadas y con tiempos adecuados de incubación. Todos los reactivos 

empleados fueron provistos por Invitrogen. La reacción prosiguió bajo el siguiente 

protocolo: incubación a 25ºC durante 10 minutos, a 37°C por 50 minutos, e inactivación de 

la misma durante 15 minutos a 70ºC. 

La concentración de ADN copia simple cadena (ADNc) fue obtenida por medición 

fluorimétrica (QubitTM, Invitrogen) con el objeto de emplear en las reacciones de 

amplificación del ADN específico, una cantidad de molde conocida que permita cuantificar 

relativamente y comparar los resultados entre las estructuras foliculares analizadas. 
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3.4.3 Diseño de cebadores específicos para las enzimas 11βHSD, los receptores MCRs 

y GR, y otros genes 

A partir de las secuencias de ADNc obtenidas de la base de datos GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.htm) fueron diseñados los cebadores 

específicos para las secuencias correspondientes a 11βHSD1, 11βHSD2, GR, MC1R, 

MC2R, MC3R, MC4R y MC5R. En los casos en que fue posible, se consideró que el 

producto amplificado con cada par de cebadores, se corresponda al ensamble de dos o más 

intrones del gen de interés. Para el diseño y posterior verificación de su especificidad, se 

utilizó la aplicación PrimerSelect del programa LASER GENE (DNAStar, WI, USA). 

Todos los oligonucleótidos utilizados fueron provistos por Invitrogen. 

Por otro lado, se diseñaron cebadores para amplificar las secuencias codificantes de 

las enzimas CYP19A1 (específica de células de la granulosa) y CYP17A1 (específica de 

células de la teca) siguiendo el procedimiento anteriormente detallado. Las reacciones de 

amplificación con estos cebadores permitieron seleccionar las muestras sin contaminación 

cruzada entre las células provenientes de las distintas capas foliculares. A su vez, se 

emplearon cebadores específicos para amplificar el gen de expresión constitutiva 

correspondiente a la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) con el 

objeto de normalizar los niveles de expresión en relación al mismo. 

En la Tabla 2 se muestran las secuencias de los oligonucleótidos empleados para la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final y en la Tabla 3, las secuencias de 

oligonucleótidos empleados para la PCR en tiempo real. Además, en las tablas se muestran 

las temperaturas de hibridación, los tamaños de los fragmentos amplificados, y el número 

de acceso a GenBank de la secuencia empleada como molde para su diseño. 
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Tabla 2: Cebadores sentido y antisentido específicos para bovino y condiciones de la PCR de punto 

final. 
 

 

 

Tabla 3: Cebadores sentido y antisentido específicos para cada ADNc bovino y condiciones de la 

PCR en tiempo real. 
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3.4.4 PCR de punto final 

Las PCR se realizaron de acuerdo a las condiciones estandarizadas para cada par de 

cebadores, empleando las temperaturas de hibridación adecuadas. El número de ciclos y 

cantidades de ADNc empleados como molde fueron determinados en experiencias previas 

teniendo en cuenta que dichas condiciones se ajusten al rango lineal de la curva de 

amplificación.  

Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 μl conteniendo 10 

a 50 ng de ADNc, cebador sentido (20 μM), cebador antisentido (20 μM), 2,5 μl de buffer 

Taq 10X (50 mM KCl; 20 mM Tris-HCl, pH 8,4), 1,5 mM de MgCl2, 200 μM de cada 

dNTP; y 2 U Taq polimerasa (5 U/μl) (todos los reactivos fueron provistos por Invitrogen) 

usando un termociclador (TC-3000G, Techne Inc., NJ, USA). 

El programa utilizado incluyó un tiempo inicial a 94°C (3 minutos) seguido de 30 a 

35 ciclos (según la optimización lograda para cada gen de interés) de 45 segundos a 94°C 

para la desnaturalización del ADNc, 30 segundos a la temperatura de hibridación adecuada 

para cada par de iniciadores (Tabla 2) y 1 minuto 30 segundos a 72°C para la extensión a 

partir de los cebadores. Un último paso a 72°C durante 10 minutos fue necesario para la 

extensión final de todos los productos amplificados. 

Se realizaron conjuntamente en cada ensayo, controles negativos, de reactivos y de 

muestra, omitiendo en el primer caso el ADNc como templado (remplazándolo por agua 

bidestilada estéril) y en el segundo caso, utilizando el ARN purificado en su reemplazo. 

Además se utilizaron controles positivos, usando ADNc de diferentes tejidos: hígado, bazo, 

corteza adrenal, médula espinal y linfocitos. 

Los productos de todas las PCR fueron sembrados en geles de agarosa al 2% 

conteniendo solución tamponada TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 0,5 mM EDTA, pH 8,0) y 

colorante de ácidos nucleicos GelRed 1X (Biotium, CA, USA). Paralelamente a las 

muestras, se sembró 1 μl del marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PBL Productos 

Bio-Lógicos, Buenos Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la correspondencia 

del producto amplificado con el tamaño esperado. La electroforesis se efectuó a voltaje 

constante (80 V). 
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Las bandas obtenidas se visualizaron en el gel bajo luz UV de un transiluminador 

(Labnet, Edison, Estados Unidos) y se tomaron fotos usando una cámara digital (Olympus 

C-5060, Olympus America INC., USA). 

 

3.4.5 PCR en tiempo real 

Se utilizó un protocolo de PCR en tiempo real estandarizado para analizar la 

expresión de los ARNm 11βHSD1, 11βHSD2, GR y MC2R, utilizando SYBR Green I 

(Invitrogen) (Pfaffl, 2001).  

Las PCR se realizaron de acuerdo a las condiciones estandarizadas para cada par de 

cebadores, empleando las temperaturas de hibridación adecuadas. El número de ciclos y 

cantidades de ADNc empleados como molde fueron determinados en experiencias previas 

teniendo en cuenta que dichas condiciones se ajusten al rango lineal de la curva de 

amplificación.  

Los niveles de los transcriptos se midieron por cuantificación relativa de PCR en 

tiempo real en un sistema de PCR en tiempo real StepOne (Applied Biosystems, Life 

technology, CA, USA). Se utilizaron los siguientes protocolos estandarizados:  

 Para 11βHSD1, 11βHSD2, GR y MC2R se utilizó la enzima Phire
®

 (Hot Start II 

ADN Polimerasa, Thermo Fisher Scientific company, Finlandia): 

desnaturalización inicial 3 minutos a 98°C y 40 ciclos con una desnaturalización 

de 5 segundos a 98°C y las condiciones de hibridación, extensión y lectura de 

fluorescencia que se detallan en la Tabla 4. 

 Para GAPDH se utilizó la enzima TAQ ADN Polimerasa Recombinante 

(Invitrogen, Brazil): desnaturalización inicial 10 minutos a 95°C y 35 ciclos con 

una desnaturalización de 15 segundos a 95°C y las condiciones de hibridación, 

extensión y lectura de fluorescencia que se detallan en la Tabla 4. 
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Tabla 4: Condiciones utilizadas en PCR tiempo real para los diferentes genes evaluados. 
 

Todas las mediciones de cada muestra se realizaron por duplicado.  

La eficiencia de las reacciones y las cantidades relativas de producto se 

determinaron por la construcción de una curva estándar de 8 puntos. Las curvas estándares 

se construyeron a partir de diluciones seriadas al 50% de una mezcla de ADNc de células 

de la granulosa y de la teca para GR y GAPDH, y a partir de ADNc de tejido control 

(corteza adrenal) para 11βHSD1, 11βHSD2 y MC2R. La eficiencia de las PCRs se 

determinó usando StepOne software v2.2 (Applied Biosystems). 

Las concentraciones de los cebadores que se usaron en cada PCR en tiempo real se 

detallan en la Tabla 4. 

Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 20 μl conteniendo 

4 µl de ADNc (previamente cuantificado por el método fluorimétrico) y 16 µl de una 

mezcla de reacción: cebador sentido (20 μM), cebador antisentido (20 μM), 0.2 mM de 

cada dNTP, 4 μl de buffer Phire 5X y 0.05 μl de enzima Phire
®

 (Hot Start II ADN 

Polimerasa, Thermo Fisher Scientific Company, Finlandia). 

El gen GAPDH se utilizó como normalizador.  

Los niveles de expresión de los ARNm de los distintos genes se registraron como el 

valor del ciclo umbral (Ct: del inglés cycle threshold), que corresponde al número de ciclos 

a los cuales la señal de fluorescencia comienza a ser detectada por encima de un valor 

umbral. El Ct se calculó manualmente usando StepOne v2.2 (Applied Biosystems). Se 
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incluyeron controles negativos de muestra de ADNc, los cuales no produjeron 

amplificados. La pureza de los productos amplificados se confirmó mediante curvas de 

disociación del ADN. 

La cuantificación relativa de los ARNm de 11βHSD1, 11βHSD2, GR y MC2R se 

realizó por el método 2
-ΔΔCt

 (Livak y Schmittgen, 2001). 

 

3.4.6 Secuenciación nucleotídica 

La especificidad de los productos amplificados por PCR fue verificada por 

secuenciación de los mismos, enviándolos a un servicio para tal fin (Macrogen Sequencing 

Service, Korea). Las secuencias obtenidas fueron posteriormente evaluadas para verificar 

sus porcentajes de similitud, empleando la herramienta MegAlign del programa 

LASERGENE (DNAStar, WI, USA). 

 

3.5 Detección y cuantificación de las proteínas 11βHSD y GR 

3.5.1 Procesamiento de las muestras para técnicas histológicas 

Las muestras de tejido obtenidas de animales controles, inducidos 

experimentalmente y con COD espontánea fueron fijadas con formol tamponado, y 

posteriormente lavadas en PBS. A continuación, las mismas fueron procesadas siguiendo 

protocolos histológicos de rutina para su inclusión en parafina (Ortega y col., 2004). 

Se realizaron cortes de 4 μm de espesor, los que se montaron en portaobjetos 

previamente tratados con 3-aminopropyl-triethoxysilane (Sigma, USA), que luego se 

secaron en estufa a 37°C durante 24 horas. 

 

3.5.2 Inmunohistoquímica 

Mediante esta técnica se logró la identificación in situ de las proteínas 11βHSD1, 

11βHSD2 y GR en tejido ovárico proveniente de ovarios de animales del modelo 

experimental y de animales con COD espontánea, utilizando anticuerpos específicos 

disponibles comercialmente y detallados en la Tabla 5. 
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Tabla 5: Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de inmunohistoquímica. 

 

Las inmunodetecciones se realizaron siguiendo el protocolo descripto previamente 

por Ortega y col. (2004), según se detalla a continuación: 

 

1. Desparafinación en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada 

uno. 

2. Hidratación en una serie de alcoholes de graduación decreciente, a partir de 

alcohol etílico absoluto (dos pasajes de 3 minutos cada uno), alcohol etílico 96º 

(dos pasajes de 3 minutos cada uno) y finalmente alcohol etílico 70º (un pasaje 

de 3 minutos). 

3. Hidratación en PBS pH 7,2 durante 5 minutos. 

4. Tratamiento de recuperación antigénica. Se realizó en un horno de microondas de 

uso doméstico (potencia máxima 1200 W). Como solución de recuperación se 

usó buffer citrato 0,01 M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en vasos coplin a 

baño maría, y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperación: 3 

minutos a 100% de potencia, 12 minutos al 40% y 20 minutos dentro del 

microondas apagado. 
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5. Bloqueo de la actividad endógena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las 

muestras durante 10 minutos en una solución al 3% de peróxido de hidrógeno 30 

volúmenes en metanol absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de 

peróxido de hidrógeno a los 10 minutos. 

6. Dos lavados en PBS durante 5 minutos. 

7. Bloqueo de los sitios de unión no-específicos incubando 15 minutos a 

temperatura ambiente en cámara húmeda con una solución de suero normal de 

cabra al 5%. 

8. Incubación con anticuerpo primario: se usó el anticuerpo de interés, según la 

proteína a detectar (Tabla 1) en la dilución adecuada durante 18 horas a 4ºC. Para 

los controles de especificidad se sustituyó el anticuerpo primario por suero 

normal de cabra. 

9. Después de la incubación con el anticuerpo primario la cámara se dejó a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. 

10. Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno. 

11. Incubación con el anticuerpo secundario biotinilado preabsorbido (monoclonal o 

policlonal, según el caso) en la dilución apropiada, durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. 

12. Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno. 

13. Incubación con complejo extravidina-peroxidasa lista para usar (Sigma-

Aldrich
®

), durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

14. Tres lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno. 

15. Revelado de la reacción con diaminobencidina (DAB), utilizando la solución 

comercial (Dako). Los cortes se observaron al microscopio para controlar el 

tiempo óptimo en cada prueba y de ese modo estandarizarlo. 

16. Lavados con agua destilada, 2 de 5 minutos cada uno. Luego se realizó la 

coloración de contraste con hematoxilina activada (Biopur), deshidratación y 

montaje con Bálsamo natural de Canadá (Canadax, Biopur) y cubreobjetos 

apropiados. 
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Para el anticuerpo primario 11βHSD2 se incubó además el anticuerpo puente anti 

IgY, durante 30 minutos a temperatura ambiente (25ºC), seguido de 2 lavados con PBS 

durante 5 minutos cada uno. 

Para el anticuerpo GR se realizó una secuencia de recuperación antigénica en 

microondas diferente: 14 minutos a 100% de potencia, abriendo el coplin cada 2 minutos y 

completando con agua destilada el volumen de buffer evaporado; 20 minutos dentro del 

microondas apagado. 

La inmunomarcación fue visualizada en el citoplasma para 11βHSD1 y 11βHSD2, y 

en el núcleo para el caso de GR. La marcación obtenida en cada caso, fue cuantificada en 

las capas de células de la granulosa y de la teca interna de los folículos provenientes de los 

ovarios de los grupos control, con COD espontánea y COD inducida experimentalmente. 

Los folículos fueron clasificados en los siguientes grupos: primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y folículos quísticos (Ortega y col., 2008; Salvetti y col., 2010). 

 

3.5.3 Procesamiento de las muestras para la técnica de Western Blot  

Se tomaron fracciones de pared folicular de aproximadamente 60 mg de cada 

categoría de folículos terciarios y quísticos, de ovarios obtenidos en playa de faena, y 

fueron colocadas en buffer RIPA en presencia de inhibidores de proteasas. Esta mezcla fue 

homogeneizada con un homogeneizador de mano (Ultra Turrax® IKA T10 Basic). El 

sobrenadante obtenido luego de la centrifugación a 14.000g durante 20 minutos a 4°C fue 

separado y se cuantificó su contenido proteico mediante método fluorimétrico (QubitTM, 

Invitrogen, CA, USA) según las indicaciones del fabricante.  

Para analizar el efecto estimulante de ACTH in vitro sobre la expresión de 

11βHSD1 y 11βHSD2, las muestras de pared folicular provenientes de los folículos 

terciarios grandes y quísticos usados en el ensayo de cultivo de tejidos (basal y tratado con 

ACTH), también fueron procesados siguiendo el mismo procedimiento.  

Dichas muestras fueron posteriormente utilizadas para las electroforesis en geles de 

poliacrilamida, inmunodetección y cuantificación de 11βHSD1 y 11βHSD2 y la detección 

de especificidad de GR por Western Blot. 
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3.5.4 Western Blot  

Se realizaron electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida (acrilamida-

bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). El 

tamaño del poro para el gel de resolución se correspondió con una concentración de 

acrilamida del 12% para la posterior detección de las enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 y del 

8% para GR. Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de los diferentes folículos 

terciarios y quísticos. Se prepararon las muestras diluyendo con buffer de muestra en 

condiciones reductoras para SDS-PAGE en una relación 1:2, y posteriormente se incubaron 

en baño termostático a 95ºC por 5 minutos. Se utilizó una cuba vertical y el buffer de 

corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH 8,3. Según los valores obtenidos de la 

cuantificación por fluorimetría, se calcularon los volúmenes a sembrar adecuados para 40 

μg de proteínas y se realizó la electroforesis durante 50 minutos a 25 mA para el gel de 

apilamiento, y se continuó a 50 mA durante 90 minutos hasta la visualización del frente de 

corrida en el borde inferior del gel de resolución. Los marcadores de peso molecular (PM) 

(Full-Range Rainbow™, GE Healthcare) que se utilizaron se detallan en la Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio 

espectro (Rainbow™, RPN800E, GE Healthcare). 

 

 

 

Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteínas separadas en 

el gel, se empleó la solución tamponada Towbin modificada, compuesta por Tris-Glicina y 

20 % de metanol. Dicha transferencia se realizó en frío, a 100 V durante 2 horas, 

condiciones utilizadas para todos los casos. Al término de este periodo se coloreó la 
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membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la efectividad de la transferencia. Una 

vez verificada, se procedió a la inmunodetección de las proteínas detalladas en la Tabla 6. 

 

Tabla 6: Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de Western Blot. 

 

 

Para la inmunodetección de las proteínas en las membranas de nitrocelulosa se 

empleó el siguiente protocolo: 

1. Enjuagar la membrana de nitrocelulosa con agua destilada y luego con buffer tris 

salino-Tween (TBS-T) hasta la desaparición del colorante Rojo Ponceau. 

2. Bloquear los sitios de unión inespecíficos con TBS-T leche 5 %, 2 horas y 30 

minutos a temperatura ambiente y en agitación. 

3. Lavar a temperatura ambiente con TBS-T realizando: 

• Dos lavados rápidos 

• Cinco lavados de 5 minutos 

4. Incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche en heladera. La dilución 

del anticuerpo primario se realizó con buffer de bloqueo mediante la colocación 

del anticuerpo cubriendo la membrana y de parafilm sobre la misma para que se 

distribuya el anticuerpo por capilaridad. 
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5. Lavar a temperatura ambiente con TBS-T realizando: 

• Dos lavados rápidos 

• Cinco lavados de 5 minutos 

6. Incubar con el anticuerpo secundario durante 1 hora y 30 minutos a temperatura 

ambiente en agitación. Para la dilución se utiliza buffer de bloqueo y se procede 

como en el paso 4. 

7. Lavar a temperatura ambiente con TBS-T realizando: 

• Dos lavados rápidos 

• Cinco lavados de 5 minutos 

8. Preparar el reactivo quimioluminiscente (GE Healthcare), colocar la membrana 

en un recipiente con el reactivo e incubar 5 minutos. 

9. Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofán. 

10. Revelar la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado 

(Kodak) y con placas radiográficas (GE Healthcare). 

11. Lavar con agua destilada. 

12. Secar la placa a temperatura ambiente. 

 

3.6 Análisis digital de imágenes 

Las imágenes de los preparados histológicos fueron digitalizadas mediante una 

cámara color de video (SONY CCD-IRIS) conectada a una PC de escritorio montada sobre 

un microscopio óptico convencional (Olympus BH2, Olympus Co., Japan). La resolución 

de las imágenes fue establecida en 1200 x 1600 pixeles. La evaluación de las mismas fue 

realizada con el analizador digital de imágenes (Image Pro-Plus 3.0).  

El área inmunohistoquímicamente marcada para 11βHSD1 y 11βHSD2 se calculó a 

través de la segmentación de colores seleccionando los objetos con reacción marrón 

moderado/intenso (dado por la reactividad del cromógeno utilizado) como rango positivo. 

Dicha coloración fue elegida con una sensibilidad de 4 (máximo 5). Posteriormente fue 

aplicada una máscara para la separación permanente de los colores y se realizó un 

histograma para determinar el porcentaje del área marcada sobre el área total evaluada, tal 

como fue descripto en trabajos previos (Salvetti y col., 2004; Ortega y col., 2007a).  
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Los preparados de inmunohistoquímica para GR se evaluaron de acuerdo a lo 

descripto por Salvetti y col., (2012). En este caso, usando la herramienta de segmentación 

de colores, se midió el área total positivamente coloreada con DAB (producto de reacción 

marrón moderado/intenso (para diferenciarlo del color de fondo)) y se expresó como el 

porcentaje del área total de núcleos (producto de reacción marrón + color azul de la 

hematoxilina). Este procedimiento se realizó para cada una de las capas foliculares.   

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas con 

un escáner de oficina (HP Officejet J5700) con alta resolución (600 dpi) y formato tiff. El 

análisis de estas imágenes (mediante el programa Image Pro-Plus 3.0) se realizó 

normalizando los valores de densidad óptica integrada (DOI) de cada banda obtenida para 

cada 11BHSD en relación a la inmunomarcación observada para la proteína normalizadora 

(β-actina) en esa misma placa. Esos valores fueron los empleados para el análisis 

estadístico posterior y determinación de las diferencias significativas. 

Las imágenes de los geles de agarosa fueron digitalizados usando una cámara digital 

(Olympus) y los productos de PCR de punto final analizados usando el programa Image 

Pro-Plus 3.1 (MediaCybernetic, Bethesda, MD, USA). Para estas evaluaciones, los ARNm 

de GAPDH se seleccionaron como control interno, siendo la expresión del ARNm de 

GAPDH constante en todos los tejidos evaluados. En un análisis comparativo de PCR, los 

valores de densidad óptica absoluta (DO) para cada producto de PCR de punto final se 

obtuvieron por densitometría y se normalizaron con los niveles de GAPDH, mientras que 

los niveles relativos de los ARNm específicos fueron expresados como unidades arbitrarias. 

 

3.7 Evaluación estadística 

Los diferentes parámetros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS 

15.0.1 para Windows. Las concentraciones séricas de los esteroides en animales controles y 

tratados con ACTH durante el protocolo experimental fueron analizadas por ANOVA 

multivariante para determinar los efectos tiempo y tratamiento y la interacción tiempo por 

tratamiento. Para los datos de las técnicas de inmunohistoquímicas y de los niveles 

hormonales en líquido folicular y plasma se realizó un análisis de la varianza de los datos 

aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y como post-test se aplicó el 
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test de Duncan. La expresión proteica y los niveles hormonales en el medio de cultivo entre 

tejidos controles y tratados con ACTH fueron comparados usando la prueba t de Student de 

dos colas. Para todos los análisis estadísticos, p<0,05 se consideró significativo. Los 

valores se expresaron como el promedio ± el error típico de la media (SEM).   
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4.1 Resultados de procedimientos realizados con animales 

4.1.1 Diagnóstico y obtención de muestras provenientes de casos con COD espontánea 

identificados a campo 

Durante el periodo comprendido entre el 11 de febrero de 2010 y el 08 de marzo de 

2012 se identificaron 78 casos de quistes foliculares ováricos, de los cuales se obtuvieron 

68 muestras de líquido folicular mediante aspiración guiada por ecografía y 10 muestras de 

ovarios mediante ovariectomía bilateral (Figura 19). También se tomaron muestras de 

sangre a todas las vacas consideradas como “caso” (con COD espontánea) así como de sus 

respectivos controles. Fueron considerados controles aquellas vacas que, comparadas con el 

caso, tenían el mismo número de lactancias, la misma edad, se encontraban en el mismo 

momento de la lactancia (días en lactancia) y en el mismo lote, es decir, bajo las mismas 

condiciones ambientales y de alimentación. Además, se recabó información a través de una 

completa anamnesis, que incluyó: edad, número de lactancias, padre, madre, producción de 

leche, fecha del último parto, producción de la lactancia anterior, fecha del último celo, 

condición corporal, patologías, fecha de diagnóstico del quiste, época del año, intervalo 

parto-diagnóstico, hallazgos a la ecografía, tratamiento, respuesta al tratamiento y relación 

Energía/Proteína de la dieta. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: (A) Imagen ecográfica de un quiste espontáneo en el momento de la aspiración folicular 

guiada por ecografía. (B) Ovarios de una vaca con COD espontánea obtenidos mediante 

ovariectomía bilateral. 

 

En cuanto al diagnóstico ecográfico y la morfología folicular (Figura 20), los quistes 

espontáneos presentaron un diámetro promedio de 25.8 ± 3.6 mm, con una morfología 

compatible a la descripta en la bibliografía (Silvia y col., 2002; Wiltbank y col., 2002; 

B A 
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Bartolomé y col., 2005; Vanholder y col., 2006). En este último aspecto, todas las vacas 

diagnosticadas con COD espontánea presentaban folículos únicos o múltiples, pared 

folicular con menos de 3 mm de espesor, ausencia de CL y falta de tono uterino. 

Microscópicamente también fueron observados folículos en diferentes estadios de 

desarrollo incluyendo folículos primarios, secundarios, terciarios y atrésicos y, en todos los 

casos, ausencia de tejido luteal activo. Las capas granulosa y teca de estos folículos 

presentaron células aparentemente sanas, sin procesos degenerativos.  

Cabe aclarar que las evaluaciones histológicas e inmunohistoquímicas se realizaron 

solamente en los folículos quísticos que presentaban células de la granulosa. 

 

4.1.2. Inducción de la enfermedad quística ovárica 

Las determinaciones hormonales y la caracterización morfológica de los ovarios 

provenientes del modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior (Salvetti, 

2010) y corroboraron lo descripto en la bibliografía. 

El éxito de la inducción de COD en el modelo experimental basado en el 

tratamiento de los animales con ACTH fue confirmado por observación de la morfología 

ovárica y la cuantificación de las concentraciones hormonales. Se logró la inducción de los 

quistes foliculares en todos los animales tratados. La detección de los quistes se inició a 

partir del día 32 ± 4 y el diámetro medio máximo de los quistes fue de 23.2 ± 1.9 mm, 

mayor al diámetro medio máximo de los folículos ovulatorios (p<0,05). Por 

ultrasonografía, los quistes fueron observados como estructuras uniformemente 

anecogénicas con un espesor de pared menor a 3mm. Microscópicamente, se observaron 

folículos sanos en desarrollo, folículos con diferentes grados de atresia y un quiste (en uno 

de los ovarios) con una capa completa de células de la granulosa. Además, no se observó 

presencia de CL en ningún caso (Figura 20). 

El monitoreo ecográfico, diario durante un ciclo estral completo en animales 

control, reveló una dinámica folicular normal y orientó la toma de muestras de sangre para 

las distintas determinaciones hormonales. Cuando se realizó la sincronización de celos de 

estos animales (como parte del protocolo ya descripto), el folículo ovulatorio fue detectado 

el día 15 y su diámetro promedio fue de 11,8 ± 1,7 mm al momento de la ovariectomía (día 
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18 aproximadamente). Histológicamente, los ovarios mostraron folículos en varios estadios 

del desarrollo, incluyendo folículos primarios, secundarios y terciarios, como así también 

folículos atrésicos y CL de ciclos estrales anteriores (Figura 20). 

Por ultrasonografía, los quistes foliculares espontáneos fueron similares a los quistes 

inducidos con ACTH (p>0,1). Microscópicamente, se observaron folículos en desarrollo 

sanos, folículos atrésicos y uno o dos quistes grandes con una capa completa de células de 

la granulosa de espesor variable. Además, no se observó presencia de CL en ningún caso 

(Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Características morfológicas de los folículos preovulatorios y los quistes en el momento 

de la ovariectomía. Se muestran las imágenes de ultrasonografía seleccionadas y las características 

histológicas. Los valores están representados como la media ± SEM. Las barras con letras diferentes 

son significativamente diferentes (p <0,05). G: granulosa; TI: teca interna, TE: teca externa. 
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4.1.3 Efecto de la ACTH sobre los niveles de hormonas esteroides 

Las muestras de sangre que fueron tomadas diariamente en animales controles y en 

animales tratados con ACTH durante el tratamiento y hasta una semana después de la 

finalización del mismo, revelaron un efecto significativo del tratamiento y del tiempo en 

todos los niveles y para todas las hormonas, y una interacción tiempo por tratamiento para 

estradiol, progesterona y cortisol (Figura 21).  

La concentración de estradiol fue significativamente mayor en los animales tratados 

con ACTH durante los primeros días del tratamiento (días 15 a 18). Al comienzo del 

subsiguiente ciclo estral (días 23 a 28), la concentración de estradiol en los animales 

controles disminuyó, mientras que la de los animales tratados con ACTH continuó siendo 

significativamente elevada.  

En los animales tratados con ACTH, la concentración de progesterona fue 

significativamente mayor hacia el final del tratamiento (días 17 a 20) y luego disminuyó, 

mientras que en los controles la concentración se incrementó significativamente desde el 

día 22 debido a la formación de un nuevo CL después de la ovulación.  

La testosterona mostró un perfil de concentración similar en ambos grupos antes del 

día 27, cuando se produjo un incremento significativo en las concentraciones del grupo 

control.  

La concentración de cortisol fue significativamente mayor durante el tratamiento 

con ACTH (días 15 a 21) y luego disminuyó a los valores de concentración del grupo 

control a partir del día 23 (Figura 21). 
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Figura 21: Concentraciones séricas de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en animales 

tratados con ACTH y controles durante el protocolo experimental. Los resultados se expresan como 

la media ± SEM. Se analizaron los datos obtenidos de muestras recolectadas durante el tratamiento 

con ACTH y hasta una semana después de la finalización del mismo. D: efecto de días del 

experimento; T: efecto del tratamiento; D*T: efecto de interacción entre días y tratamiento. Los 

valores con superíndices indican diferencias (*p<0,05 y **p<0,01) entre los grupos tratados y 

control. 
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4.1.4 Concentración de las hormonas esteroides en suero y líquido folicular en el 

momento de la ovariectomía 

Las concentraciones de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en el suero y 

en el líquido folicular de animales tratados con ACTH, con quistes espontáneos y animales 

controles, en el momento de la ovariectomía, fueron cuantificados y se muestran en la 

Figura 22.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Concentraciones de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en suero y líquido 

folicular en el momento de la ovariectomía. Las barras representan la media ± SEM para cada 

hormona en el suero y en el líquido folicular. Las diferentes letras indican diferencias significativas 

(p<0,05).  
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Los animales controles evidenciaron un aumento significativo en las 

concentraciones séricas de progesterona (p<0,05), aunque siempre con valores subluteales 

(<1ng/ml). Las concentraciones de estradiol y cortisol no cambiaron significativamente, 

mientras que las concentraciones de testosterona mostraron una tendencia a aumentar 

(p=0,06) en el suero de los animales con quistes espontáneos. 

En el líquido folicular, la concentración de estradiol fue similar en todos los grupos 

con una tendencia a disminuir (p=0,055) en los quistes inducidos con ACTH en relación a 

los folículos preovulatorios controles. La concentración de progesterona fue 

significativamente inferior en los folículos quísticos inducidos y espontáneos en relación a 

los folículos preovulatorios (p<0,05). La concentración de testosterona evidenció un 

incremento significativo en los quistes espontáneos en relación a los folículos 

preovulatorios (p<0,05). La concentración de cortisol aumentó significativamente en los 

folículos quísticos inducidos y espontáneos en relación a los folículos preovulatorios 

(p<0,05); además, la concentración de cortisol fue mayor en los folículos quísticos 

inducidos en relación a los espontáneos (p<0,05). 

 

4.2 Cultivo de tejidos 

4.2.1 Efectos de la ACTH sobre la secreción de hormonas esteroides  

Luego de tres horas de incubación con ACTH, las concentraciones basales de todas 

las hormonas esteroides evaluadas fueron detectadas en todas las muestras. En los folículos 

terciarios grandes, las concentraciones de estradiol y progesterona no se modificaron por la 

estimulación con ACTH. Sin embargo se evidenció un incremento significativo dosis 

dependiente en la secreción de testosterona y cortisol, tanto en los folículos terciarios como 

en los folículos quísticos (p<0,05). Se observó un aumento en la concentración de 

testosterona en los folículos terciarios y quísticos cuando fueron estimulados con 100nM 

ACTH (p<0,05). La concentración de cortisol aumentó para 100 nM ACTH en los folículos 

terciarios y en los quistes (p<0,05), observándose una tendencia a incrementar para 10 nM 

ACTH en los folículos terciarios (p=0,059). Además, la concentración de estradiol se 

incrementó en los folículos quísticos para las concentraciones de 10 nM y 100 nM ACTH 

(p<0,05). Contrariamente, la progesterona reveló una concentración baja en los folículos 
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quísticos en relación a los folículos terciarios en las condiciones basales (p<0,01) (Figura 

23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Efectos de la ACTH sobre la secreción de estradiol, progesterona, testosterona y cortisol 

sobre la pared de folículos terciarios y folículos quísticos. Las barras representan la media ± SEM. 

Las diferencias relativas a la secreción basal se indican como *p<0,05. Las diferencias en la 

secreción basal entre folículos terciarios y quísticos se indican como †p<0,01. 
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utilizados para evaluar la expresión de la proteínas 11βHSD1 y 11βHSD2 mediante 

Western Blot.  

 

4.2.2.1 Evaluación de la expresión proteica de 11βHSD1 por Western Blot 

Mediante Western Blot, pudieron detectarse dos bandas de la enzima 11βHSD1, una 

de 34 KDa correspondiente a la forma monomérica y otra de 68 KDa correspondiente a la 

forma dimérica de la proteína. La forma dimérica de la 11βHSD1 es la más relevante 

funcionalmente, razón por la cual la expresión de la misma fue cuantificada en las muestras 

de cultivo estimuladas con ACTH. 

Después de tres horas de incubación, la expresión basal de la proteína 11βHSD1 fue 

detectada en todas las muestras, con una mayor expresión en los quistes en relación a los 

folículos terciarios control (p<0,05). También se evidenció un aumento significativo en la 

expresión de 11βHSD1 en los folículos quísticos tratados con una concentración de 100 nM 

de ACTH con respecto a los folículos terciarios, con el mismo estímulo (p<0,05) (Figura 

24). Además, el estímulo con 100 nM de ACTH produjo el incremento de la 11βHSD1 

tanto en los folículos terciarios control como en los quistes en comparación con la 

condición basal (p<0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Efectos de la ACTH sobre la expresión de 11βHSD1 analizada por Western Blot en la 

pared de folículos terciarios grandes y quísticos cultivados in vitro. Los valores se representan como 

la media ± SEM. Las diferencias en la expresión basal y estimulada con ACTH entre folículos 

terciarios grandes y quísticos se indican como: ## p<0,01. Las diferencias relativas a la condición 

basal se indican como: *p<0,05. 
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4.2.2.2 Evaluación de la expresión proteica de 11βHSD2 por Western Blot 

Luego de tres horas de incubación, la expresión basal de 11βHSD2 fue detectada en 

todas las muestras. Después de la estimulación con una concentración de 100nM de ACTH, 

no se observaron diferencias en la expresión de 11βHSD2 en los folículos terciarios, 

mientras que se evidenció una disminución de su expresión en los folículos quísticos 

(p<0,05) (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25:  Efectos de la ACTH sobre la expresión de 11βHSD2 analizada por Western Blot en la 

pared de folículos terciarios grandes y quísticos cultivados. Los valores se representan como la 

media ± SEM. Las diferencias en la secreción basal y estimulada con ACTH entre folículos 

terciarios grandes y quísticos se indican como: #p<0,05 y ## p<0,01. Las diferencias relativas a la 

secreción basal se indican como: *p<0,05. 

 

4.3 Caracterización y evaluación de las enzimas 11βHSD en animales controles y con 

COD 

La evaluación de la expresión génica de las 11βHSD fue realizada por PCR en 

tiempo real, en folículos terciarios pequeños, medianos y grandes controles, y también en 

quistes de ovarios obtenidos en la playa de faena de frigorífico. Se comparó la expresión 

génica de las enzimas 11βHSD entre muestras que conteníanla misma cantidad de ADNc 

del gen GAPDH. Además, se realizaron controles negativos, utilizando agua en lugar de 

ADNc, y controles positivos usando glándula adrenal como tejido control.  
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Todas las muestras de granulosa seleccionadas para la posterior evaluación de las 

11βHSD, fueron positivas para CYP19A1 y negativas para CYP17A1, mientras que las 

muestras de la teca fueron positivas para CYP17A1 y negativas para CYP19A1. 

Se evaluó por Western Blot la expresión proteica de 11βHSD1 y 11βHSD2 en 

folículos terciarios pequeños, medianos y grandes controles, y en quistes de ovarios de 

frigorífico. 

La detección por inmunohistoquímica de las diferentes isoformas de la enzima 

11βHSD fue llevada a cabo en ovarios de vacas con quistes espontáneos (obtenidos a 

campo) e inducidos (mediante ACTH), conjuntamente con ovarios de vacas controles. 

Mediante estos ensayos se evaluó la expresión de dichas proteínas a lo largo de los distintos 

estadios del desarrollo folicular ovárico y en las estructuras quísticas. Se analizaron las 

siguientes estructuras: folículos primarios, secundarios, terciarios y atrésicos en todos los 

grupos y además los folículos quísticos en los animales con COD inducida y espontánea. 

 

4.3.1 Caracterización y evaluación de la enzima 11βHSD1 

4.3.1.1 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD1 mediante PCR en tiempo 

real en muestras de frigorífico 

Para evaluar la expresión génica de 11βHSD1, se determinó el rango lineal de 

trabajo mediante la construcción de una curva estándar con diluciones seriadas de tejido 

control (glándula adrenal), con una eficiencia de 99.6% y un R
2
= 0.979. Todas las muestras 

evaluadas como así también las diluciones seriadas utilizadas en la construcción de la curva 

estándar fueron analizadas por duplicado.  

La expresión génica de 11βHSD1 fue significativamente mayor en las células de la 

teca de los folículos quísticos respecto a los folículos terciarios pequeños (p<0,05) (Figura 

26). Si bien 11βHSD1 se expresó en las células de la granulosa de los folículos terciarios de 

ovarios controles y en folículos quísticos, las muestras analizadas expresaron este gen fuera 

del rango dinámico de trabajo establecido, por lo que no pudo realizarse la cuantificación 

relativa en esta población celular. 
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Figura 26: Cuantificación relativa del ARNm de la enzima 11βHSD1 por PCR en tiempo real en 

células de la teca de folículos terciarios pequeños (FP), medianos (FM) y grandes (FG) controles y 

en folículos quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 se representan como la media ± SEM. Las diferentes 

letras indican diferencias significativas (p<0,05).  

 

4.3.1.2 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD1 mediante Western Blot en 

muestras de frigorífico 

El análisis de la expresión de 11βHSD1 en muestras de pared completa de folículos 

terciarios pequeños, medianos, grandes controles y quísticos, de ovarios provenientes de 

frigorífico, se muestra en la Figura 27. Pudieron detectarse tanto la forma monomérica de 

34 KDa como la de 68 KDa, correspondiente a la forma dimérica. No se evidenciaron 

diferencias significativas en la expresión de 11βHSD1 en las distintas categorías de 

folículos analizadas, tanto en la forma monomérica como en la forma dimérica. La 

expresión de la forma dimérica de la proteína 11βHSD1 fue significativamente mayor que 

la expresión de la forma monomérica en todas la categorías foliculares controles y en los 

quistes (p<0,01). La detección por Westerm Blot de 11βHSD1 fue llevada a cabo 

conjuntamente con controles positivos (glándula adrenal) y negativos (sin la adición de 

anticuerpo primario). 
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Figura 27: Expresión proteica de 11βHSD1 en muestras de pared completa de folículos terciarios 

pequeños (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quísticos (FQ), de ovarios provenientes de 

frigorífico, mediante Western Blot. Los valores de densidad óptica están representados como la 

media ± SEM. Las diferencias significativas entre la expresión del monómero (34 KDa) y el dímero 

de la proteína (68 KDa) en todas las categorías foliculares se indican como: **p<0,01. 

 

4.3.1.3 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD1 mediante 

inmunohistoquímica indirecta 

La detección por inmunohistoquímica de la 11βHSD1 fue llevada a cabo 

conjuntamente con controles positivos y negativos. En todos los casos, las reacciones 

fueron negativas para los controles negativos y positivas en los tejidos empleados como 

controles positivos. 

La 11βHSD1 fue detectada en el citoplasma de todas las células ováricas estudiadas. 

Las células de la granulosa mostraron mayor expresión de dicha proteína en comparación 

con las células de la teca interna (Figura 28). 
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Figura 28: Imágenes representativas de la inmunomarcación de 11βHSD1 en folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de los grupos con COD espontánea e inducida con ACTH. Con 

diaminobencidina se marcan los citoplasmas de las células de la granulosa y de la teca interna de los 

distintos folículos. X40. 
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En los animales controles, se observó un incremento significativo en la expresión 

citoplasmática de 11βHSD1 en las células de la granulosa desde los folículos primarios a 

los folículos atrésicos (p<0,05) (Figura 29). La inmunomarcación en las células de la teca 

interna no evidenció diferencias significativas en las diferentes estructuras foliculares 

analizadas. 

 

 

 

Figura 29: Expresión relativa (medida 

como porcentaje de área inmunopositiva) 

de 11βHSD1 en células de la granulosa y 

la teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del 

grupo control. Los valores están 

representados como media ± SEM. Las 

barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

En los animales con COD espontánea se observó una mayor expresión de la 

proteína 11βHSD1 en las células de la granulosa de los folículos quísticos en relación a los 

folículos primarios y secundarios (p<0,05). La inmunomarcación en las células de la teca 

interna no evidenció diferencias significativas en las diferentes estructuras foliculares 

analizadas. (Figura 30). 

 

Figura 30: Expresión relativa (medida 

como porcentaje de área 

inmunopositiva) de 11βHSD1 en 

células de la granulosa y la teca interna 

de folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de los 

animales con COD espontánea. Los 

valores están representados como 

media ± SEM. Las barras con diferentes 

letras tienen diferencias significativas 

(p<0,05). 
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En los animales con COD inducida se evidenció una mayor expresión de la proteína 

11βHSD1 en las células de la granulosa de los folículos terciarios y quísticos en relación a 

las demás categorías foliculares (p<0,05). La inmunomarcación en las células de la teca 

interna no evidenció diferencias significativas en las diferentes estructuras foliculares 

analizadas. (Figura 31). 

 

Figura 31: Expresión relativa 

(medida como porcentaje de área 

inmunopositiva) de 11βHSD1 en 

células de la granulosa y la teca 

interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios, atrésicos y 

quísticos de los animales con COD 

inducida. Los valores están 

representados como media ± SEM. 

Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
 

 

En los folículos de animales con COD inducida y con COD espontánea, sólo se 

observaron diferencias en la expresión de 11βHSD1 en las células de la granulosa. La 

inmunomarcación de 11βHSD1 fue mayor en las células de la granulosa de folículos 

terciarios y quísticos de animales con COD inducida con ACTH con respecto a los 

folículos terciarios de animales controles (p<0,05). En los animales con quistes 

espontáneos, la expresión de 11βHSD1 en los folículos quísticos fue significativamente 

mayor que en los folículos terciarios controles (p<0,05). La expresión de 11βHSD1 

disminuyó en los folículos atrésicos de animales con COD inducida con ACTH y con COD 

espontánea en relación a los folículos atrésicos de animales controles (p<0,05). No se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de 11βHSD1 en las células de la teca 

interna entre las diferentes categorías de folículos analizados (Figura 32). 
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Figura 32: Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 11βHSD1 en 

células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios 

(FT) y atrésicos (FA) del grupo control, y además en folículos quísticos (FQ) de animales con COD 

espontánea e inducida con ACTH. Los valores están representados como media ± SEM. Las barras 

con diferentes letras entre cada categoría folicular tienen diferencias significativas (p<0,05). Las 

diferencias relativas de la expresión en folículos quísticos con relación a la expresión en los 

folículos terciarios controles se indican como: * p<0,05 y ** p<0,01.   

 

4.3.2 Caracterización y evaluación de la enzima 11βHSD2 

4.3.2.1 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD2 mediante PCR en tiempo 

real en muestras de frigorífico 

Para evaluar la expresión génica de 11βHSD2, se determinó el rango lineal de 

trabajo mediante la construcción de una curva estándar con diluciones seriadas de tejido 

control (glándula adrenal), obteniéndose una eficiencia del 104% y un R
2
=0,994. Todas las 

muestras evaluadas como así también las diluciones seriadas utilizadas en la construcción 

de la curva estándar fueron ensayadas por duplicado.  

Si bien 11βHSD2 se expresó en las células de la granulosa y de la teca de los 

folículos terciarios de ovarios controles y en folículos quísticos, las muestras analizadas 

expresaron este gen fuera del rango dinámico de trabajo establecido, con una concentración 

menor a 1120 ng/ml, por lo que no pudo realizarse la cuantificación relativa de la enzima. 

La pureza de los productos fue confirmada mediante una curva de disociación, para la que 

se obtuvo una temperatura de disociación específica de producto de 90.06°C. 
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4.3.2.2 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD2 mediante Western Blot en 

muestras de frigorífico 

 

El análisis de la expresión de la proteína 11βHSD2 en muestras de pared completa 

de folículos terciarios pequeños, medianos y grandes controles, y de quistes, de ovarios 

provenientes de frigorífico, se muestra en la Figura 33. Se detectó una banda de 48 KDa 

correspondiente a la proteína 11βHSD2. No fueron evidenciadas diferencias significativas 

entre las diferentes estructuras foliculares analizadas (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Expresión de 11βHSD2 en muestras de pared completa de folículos terciarios pequeños 

(FP), medianos (FM), grandes (FG) y quísticos (FQ), de ovarios provenientes de frigorífico, por 

Western Blot. Los valores de densidad óptica están representados como la media ± SEM. 

 

 

4.3.2.3 Evaluación de la expresión de la enzima 11βHSD2 mediante inmuhistoquímica 

indirecta 

La detección por inmunohistoquímica de la 11βHSD2 fue llevada a cabo 

conjuntamente con controles positivos y negativos. En todos los casos, las reacciones 

fueron negativas para controles negativos y positivos en tejidos empleados como controles 

positivos. 

La 11βHSD2 fue detectada en el citoplasma de todas las células ováricas estudiadas. 

Las células de la granulosa mostraron mayor expresión de la proteína en comparación con 

las células de la teca interna (Figura 34). 
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Figura 34: Imágenes representativas de la inmunomarcación de 11βHSD2 en folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de los grupos con COD espontánea e inducida con ACTH. Con 

diaminobencidina se marcan los citoplasmas de las células de la granulosa y la teca interna de los 

distintos folículos. X40. 
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La expresión de 11βHSD2 fue más baja en las células de la granulosa de los 

folículos primarios en relación a los folículos secundarios, terciarios y atrésicos del grupo 

control (p<0,05). El nivel de inmunomarcación de 11βHSD2 fue menor en las células de la 

teca interna en comparación con las células de la granulosa (p<0,05). La expresión de 

11βHSD2 fue menor en los folículos secundarios en relación a los folículos terciarios y 

atrésicos en las células de la teca interna (Figura 35). 

 
 

Figura 35: Expresión relativa 

(medida como porcentaje de área 

inmunopositiva) de 11βHSD2 en 

células de la granulosa y la teca 

interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del 

grupo control. Los valores están 

representados como media ± SEM. 

Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

En los animales con COD espontánea la proteína 11βHSD2 no evidenció cambios 

en su expresión en las células de la granulosa de los diferentes folículos ováricos 

analizados. En las células de la teca interna la expresión proteica de 11βHSD2 fue mayor 

en los folículos quísticos en relación a los folículos secundarios (p<0,05) (Figura 36). 

 

 

Figura 36: Expresión relativa 

(medida como porcentaje de área 

inmunopositiva) de 11βHSD2 en 

células de la granulosa y la teca 

interna de folículos ováricos 

primarios, secundarios, terciarios, 

atrésicos y quísticos de animales con 

COD espontánea. Los valores están 

representados como media ± SEM. 

Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
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En los animales con COD inducida con ACTH, la expresión de 11βHSD2 en las 

células de la granulosa fue mayor en los folículos terciarios y atrésicos que en los folículos 

primarios (p<0,05). En las células de la teca interna, la proteína 11βHSD2 evidenció un 

aumento en su expresión en los folículos quísticos en relación a los secundarios (p<0,05) 

(Figura 37). 

 
 

Figura 37: Expresión relativa (medida 

como porcentaje de área inmunopositiva) 

de 11βHSD2 en células de la granulosa y 

la teca interna de folículos ováricos 

primarios, secundarios, terciarios, 

atrésicos y quísticos de animales con 

COD inducida con ACTH. Los valores 

están representados como media ± SEM. 

Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

La expresión de 11βHSD2 no evidenció diferencias significativas en las diferentes 

categorías de folículos evaluadas entre los grupo control, animales con COD inducida con 

ACTH y animales con COD espontánea, en ambas poblaciones celulares (Figura 38). 

 
Figura 38: Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) de 11βHSD2 en 

células de la granulosa y la teca interna de folículos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios 

(FT) y atrésicos (FA) del grupo control, y además en folículos quísticos (FQ) de animales con COD 

espontánea e inducida con ACTH. Los valores están representados como la media ± SEM. 
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4.4 Caracterización y evaluación del GR 

4.4.1 Evaluación de la expresión del GR mediante PCR en tiempo real en muestras de 

frigorífico 

La evaluación de la expresión génica del GR fue realizada por PCR en tiempo real, 

en folículos terciarios pequeños, medianos y grandes, y también en quistes de ovarios 

obtenidos en frigorífico. Se comparó la expresión del GR entre muestras que contenían la 

misma cantidad de ADNc del gen GAPDH. Además, se realizaron controles negativos, 

utilizando agua en lugar de ADNc, y controles positivos usando glándula adrenal como 

tejido control.  

Todas las muestras de granulosa seleccionadas para la posterior evaluación del GR, 

fueron positivas para CYP19A1 y negativas para CYP17A1, mientras que las muestras de 

teca fueron positivas para CYP17A1 y negativas para CYP19A1. 

Para evaluar la expresión génica del GR, se determinó el rango lineal de trabajo 

mediante la construcción de una curva estándar con diluciones seriadas de una mezcla de 

diferentes muestras de células de la granulosa y la teca de folículos controles y quísticos, 

con una eficiencia del 97% y un R
2
=0.998. Todas las muestras evaluadas, como así también 

las diluciones seriadas utilizadas en la construcción de la curva estándar, fueron ensayadas 

por duplicado. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la expresión génica 

del GR en las diferentes estructuras foliculares analizadas, en ambas poblaciones celulares 

(Figuras 39 y 40). 

 

 

 

 

Figura 39: Cuantificación relativa del 

ARNm del GR por PCR en tiempo real 

en células de la granulosa de folículos 

terciarios pequeños (FP), medianos (FM) 

y grandes (FG) controles, y en folículos 

quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 están 

representados como la media ± SEM.  
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Figura 40: Cuantificación relativa del 

ARNm del GR por PCR en tiempo real 

en células de la teca de folículos 

terciarios pequeños (FP), medianos (FM) 

y grandes (FG) controles, y en folículos 

quísticos (FQ). Los valores 2
-ΔΔCt

 están 

representados como la media ± SEM.  

 

 

 

4.4.2 Evaluación de la expresión del GR mediante inmunohistoquímica indirecta 

La detección por inmunohistoquímica del GR fue llevada a cabo en ovarios de vacas 

con quistes espontáneos (obtenidos a campo) e inducidos (mediante ACTH), conjuntamente 

con ovarios de vacas controles. Mediante estos ensayos se evaluó la expresión de la 

proteína GR a lo largo de los distintos estadios del desarrollo folicular ovárico y en las 

estructuras quísticas. Se analizaron las siguientes estructuras: folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos en todos los grupos, y además los folículos quísticos en 

los animales con COD inducida con ACTH y espontánea. 

Mediante Western Blot se corroboró que el anticuerpo utilizado en la técnica de 

inmunohistoquímica detectara la proteína de manera específica y sin reacciones cruzadas. 

La proteína del GR se expresó de manera específica con los anticuerpos utilizados (Figura 

41), obteniéndose una banda de 97KDa. 

 

Figura 41: Placa radiográfica representativa de un 

Western Blot que muestra la expresión de GR en la 

pared de folículos terciarios medianos (FM) y grandes 

(FG) provenientes de material de frigorífico. 

 

La detección por inmunohistoquímica del GR fue llevada a cabo conjuntamente con 

controles positivos y negativos. En todos los casos, las reacciones fueron negativas para 

controles negativos y positivas en tejidos empleados como controles positivos. 

Se evidenció marcación para GR en el núcleo tanto de células de la granulosa como 

de células de la teca interna para todos los estadios foliculares estudiados (Figura 42). 
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Figura 42: Imágenes representativas de la inmunomarcación del GR en folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos del grupo control, y en folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de los grupos con COD espontánea e inducida con ACTH. Con 

diaminobencidina se marcan los núcleos de las células de la granulosa y de la teca interna de los 

distintos folículos. X40. 
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La expresión de la proteína GR fue similar en las células de la granulosa y de la teca 

interna de las diferentes categorías foliculares del grupo control (p>0,05). Sólo se observó 

una expresión mayor del GR en las células de la granulosa de los folículos atrésicos en 

relación a la expresión en los folículos primarios, secundarios y terciarios, y en 

comparación con todas las categorías foliculares en las células de la teca interna (p<0,05) 

(Figura 43). 

 

 

Figura 43: Expresión relativa (medida 

como porcentaje de área inmunopositiva) 

del GR en células de la granulosa y de la 

teca interna de folículos primarios, 

secundarios, terciarios y atrésicos de 

animales controles. Los valores están 

representados como la media ± SEM. 
Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 
 

 

La expresión del GR en los ovarios de los animales con COD espontánea fue mayor 

en las células de la granulosa de los folículos primarios, atrésico y quistes, y en las células 

de la teca interna de los folículos terciarios que en las células de la teca interna de los 

folículos secundarios y atrésicos (p<0,05) (Figura 44). 

 

Figura 44: Expresión relativa 

(medida como porcentaje de área 

inmunopositiva) del GR en células 

de la granulosa y de la teca interna de 

folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de 

animales con COD espontánea. Los 

valores están representados como 

media ± SEM. Las barras con 

diferentes letras tienen diferencias 

significativas (p<0,05). 
 

La expresión del GR en los ovarios de los animales con COD inducida con ACTH 

fue mayor en las células de la granulosa de los folículos quísticos en relación a los folículos 

0

5

10

15

20

25
Granulosa

Fol. Primarios Fol. AtrésicosFol. TerciariosFol. Secundarios

Teca

a

b

a

a

a

a
a

%
 á

re
a

 i
n

m
u

n
o

p
o

s
it
iv

a

0

10

20

30

40
Granulosa

Fol.Primarios Fol. AtrésicosFol. TerciariosFol.Secundarios Fol. Quísticos

Teca

aa

c

a,b
a,b,c

a,b,c

b,c

b,c

b,c

%
 á

re
a

 i
n

m
u

n
o

p
o

s
it
iv

a

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



4. Resultados 

 

 

100 

 

primarios, terciarios y atrésicos (p<0,05). No se observaron diferencias en la expresión del 

GR en las células de la teca interna de todas las categorías foliculares analizadas (p>0,05) 

(Figura 45). 

 

 

 

Figura 45: Expresión relativa 

(medida como porcentaje de área 

inmunopositiva) del GR en células de 

la granulosa y de la teca interna de 

folículos primarios, secundarios, 

terciarios, atrésicos y quísticos de 

animales con COD inducida con 

ACTH. Los valores están 

representados como la media ± SEM. 
Las barras con diferentes letras tienen 

diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

La expresión del GR en las células de la granulosa fue mayor en los folículos 

primarios y terciarios del grupo con COD espontánea que en los mismos folículos del 

grupo control y con COD inducida con ACTH (p<0,05). Además, se produjo en incremento 

en la expresión del receptor en los quistes de animales con COD espontánea (p<0,01) y con 

COD inducida con ACTH (p<0,05) en relación a los folículos terciarios del grupo control. 

En la células de la teca, la expresión del GR evidenció un aumento en los folículos 

terciarios del grupo con COD espontánea en comparación a los folículos terciarios del 

grupo control y con COD inducida con ACTH (p<0,05). La expresión del receptor fue 

mayor en los quistes de los animales con COD espontánea que en los folículos terciarios 

del grupo control (p<0,01) (Figura 46). 
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Figura 46: Expresión relativa (medida como porcentaje de área inmunopositiva) del GR en células 

de la granulosa y la teca interna de folículos primarios (FP), secundarios (FS), terciarios (FT) y 

atrésicos (FA) de ovarios controles y además en folículos quísticos (FQ) de ovarios con COD 

espontánea e inducida con ACTH. Los valores están representados como la media ± SEM. Las 

diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05). Las diferencias relativas de la expresión 

en folículos quísticos con relación a la expresión en los folículos terciarios controles se indican 

como: * p<0,05 y ** p<0,01.   

 

4.5 Caracterización y evaluación de los MCRs 

4.5.1 Evaluación de la expresión de los MCRs mediante PCR de punto final en 

muestras de frigorífico 

Se comparó la expresión génica de los MCRs por PCR de punto final entre muestras 

que contienen la misma cantidad de ADNc del gen GAPDH. Además, se realizaron 

controles negativos, utilizando agua en lugar de ADNc, y controles de ARN, no obteniendo 

productos de PCR.  

Todas las muestras de granulosa seleccionadas para la posterior evaluación de los 

MCRs, fueron positivas para CYP19A1 y negativas para CYP17A1, mientras que las 

muestras de la teca fueron positivas para CYP17A1 y negativas para CYP19A1.  

El MC1R fue débilmente detectado en las células de la teca de folículos terciarios 

pequeños y medianos, y con una expresión mayor en CL (p<0,05). No se evidenció la 

expresión del MC1R en las células de la teca de los folículos terciarios grandes, como así 

tampoco en las células de la granulosa y estroma (Figuras 47 y 48). 

Los niveles de expresión del MC2R fueron moderados en las células de la teca de 

los folículos terciarios pequeños y medianos, y en CL. La expresión fue más baja en la teca 
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de folículos terciarios grandes y en estroma (p<0,05). No fue detectado ARNm específico 

para MC2R en las células de la granulosa (Figuras 47 y 48). 

La expresión del MC3R fue moderada en las células de la teca de los folículos 

terciarios pequeños, pero débil en la teca de los folículos terciarios medianos y grandes. El 

MC3R tuvo una baja expresión en las células de la granulosa pero una fuerte expresión en 

CL (p<0,05) (Figuras 47 y 48). 

El MC4R evidenció una expresión moderada en las células de la teca de folículos 

terciarios pequeños y medianos, mientras que el MC5R se expresó débilmente en las 

células de la teca de folículos terciarios pequeños y medianos, con una disminución en su 

expresión en los folículos terciarios grandes (p<0,05). MC4R y MC5R no se expresaron en 

las células de la granulosa, CL y estroma (Figuras 47 y 48). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47: Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos específicos de PCR de punto final 

mostrando la expresión de los MCRs y genes controles en los componentes ováricos bovinos y en 

tejidos controles. FP: folículo pequeño; FM: folículo mediano; FG: folículo grande; G: granulosa; 

T: teca; CL: cuerpo lúteo; E: estroma; H: hígado; B: bazo; ME: médula espinal; L: linfocitos; A: 

adrenal. 
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Figura 48: Expresión relativa de los receptores de melanocortinas (ARNm MCRs/ ARNm 

GAPDH) en las diferentes estructuras ováricas bovinas y en tejidos control. FP: folículo pequeño; 

FM: folículo mediano; FG: folículo grande; G: granulosa; T: teca; CL: cuerpo lúteo; E: estroma. 
Los valores están representados como la media ± SEM. Las barras con diferentes letras indican 

diferencias significativas (p<0,05). 
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Los diferentes MCRs fueron evaluados en varios órganos y tejidos bovinos para 

coroborrar la especificidad de los juegos de cebadores (Tabla 7 y Figura 47). En bazo, sólo 

se observó una expresión moderada del MC3R, mientras que en hígado, se evidenciaron 

una fuerte expresión del MC3R y baja expresión del MC5R. En la médula espinal, la 

expresión de todos los MCRs fue débilmente detectada. En los linfocitos, MC1R, MC2R y 

MC3R se expresaron moderadamente, mientras que MC4R y MC5R tuvieron una baja 

expresión. En la corteza adrenal, se evidenció una alta expresión del MC2R, una moderada 

expresión del MC1R y MC3R, y una baja expresión del MC4R y MC5R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7: Tejidos controles utilizados para analizar la expresión de los ARNm de los MCRs en 

diferentes tejidos bovinos. 

 

4.5.2 Evaluación de la expresión del MC2R mediante PCR en tiempo real en muestras 

de frigorífico 

Para evaluar la expresión génica del MC2R, se determinó el rango lineal de trabajo 

mediante la construcción de una curva estándar con diluciones seriadas de tejido control 

(glándula adrenal), obteniéndose una eficiencia del 107% y un R
2
=0.997. Todas las 

muestras evaluadas como así también las diluciones seriadas utilizadas en la construcción 

de la curva estándar se ensayaron por duplicado. Además, se incluyeron controles positivos 

y negativos. 

Si bien MC2R se expresó en las células de la granulosa y de la teca de los folículos 

terciarios de los ovarios controles y en folículos quísticos, las muestras analizadas 
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expresaron este gen fuera del rango dinámico de trabajo establecido con una concentración 

menor a 562.5 ng/ml, por lo que no pudo realizarse la cuantificación relativa del receptor. 

La pureza de los productos fue confirmada mediante una curva de disociación, 

obteniéndose una temperatura de disociación específica de producto de 86.04 °C. 
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5.1 Inducción experimental de la enfermedad quística ovárica y relación con los 

hallazgos en la enfermedad que se presenta de manera espontánea en bovinos 

La formación de quistes foliculares y los signos asociados a ellos son algunos de los 

mayores problemas que afectan la fertilidad del ganado lechero. Sin embargo, la principal 

dificultad para estudiar la COD en bovinos se debe a que la formación de los quistes no 

puede ser analizada retrospectivamente, sino sólo después que el folículo ha sido objeto de 

extensos cambios morfológicos y fisiológicos debido al momento en que se hace el 

diagnóstico (Roth y col., 2012). Generalmente es aceptado que los quistes se desarrollan a 

partir de folículos preovulatorios que fallan en la ovulación, persisten en el ovario y por lo 

tanto interfieren con la funcionalidad ovárica normal (Vanholder y col., 2006). Varios 

estudios han demostrado que el desarrollo de los folículos quísticos está asociado con un 

desbalance en el eje hipotálamo-hipófisis-gonadal (Cook y col., 1990; Gümen y col., 2002; 

Silvia y col., 2002; Hatler y col., 2003). 

Los quistes foliculares han sido inducidos en bovinos por una variedad de 

tratamientos que han llevado al desarrollo de diversos modelos experimentales. Tales 

tratamientos incluyen la administración de estrógenos exógenos (Wiltbank, 1966; Nadaraja 

y Hansel, 1976; Carrie’re y col., 1995), combinaciones de progesterona y estradiol (Erb y 

col., 1973; Winters y col., 1986; Cook y col., 1991; Hamilton y col., 1995), antisuero 

contra LH bovino (Nadaraja y Hansel, 1976), testosterona (Fathala y col., 1978) o ACTH 

exógena (Liptrap y Mc Nally, 1976; Refsal y col., 1987; Kawate y col., 1996).  

En base a estos estudios, se seleccionó el modelo más apropiado para el estudio del 

estrés como factor determinante en esta enfermedad. Se caracterizó el entorno endocrino y 

la dinámica folicular, y se realizó el seguimiento del desarrollo de los folículos quísticos 

inducidos por la administración de ACTH en bovinos. Si bien este modelo experimental ha 

sido parcialmente estudiado (Dobson y col., 2000), no habían sido publicados hasta el 

momento datos sobre las concentraciones intrafoliculares de los esteroides y las 

características morfológicas de los quistes (Amweg y col., 2013). 

El tratamiento con ACTH ocasionó cambios en las concentraciones séricas de las 

hormonas esteroides. Las concentraciones de estradiol, progesterona y cortisol aumentaron 

durante el tratamiento con ACTH, comparadas con las concentraciones séricas del grupo 
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control. Por su parte, la concentración de testosterona no mostró cambios durante el 

tratamiento en relación a las concentraciones encontradas en animales controles. Luego de 

finalizado el tratamiento, la concentración de estradiol permaneció incrementada, mientras 

que la concentración de progesterona no aumentó como ocurrió en los controles. Estos 

resultados pueden reflejar la persistencia folicular y el bloqueo de la luteinización, 

respectivamente. Esto es consistente con los resultados de Dobson y col. (2000), quienes 

describieron que el estradiol permanece aumentado hasta el día 30 aproximadamente, y 

propusieron que esta hormona, junto con la inhibina (pero no con ACTH, cortisol o 

progesterona), ejerce una fuerte retroalimentación negativa sobre la secreción de FSH 

(Baird y col., 1991), lo que impide que se inicie una nueva onda de crecimiento folicular. 

Sin embargo, estos autores no analizaron la concentración de testosterona. Dicha hormona 

aumentó en el grupo control hacia el final del experimento (días 26 a 28), lo que 

presumiblemente se deba a uno o varios de los folículos de la primera onda de crecimiento 

folicular post-ovulación, que para esos días (alrededor del día 6-7 del nuevo ciclo estral a 

partir de la ovulación) tienen la capacidad de producir andrógenos en la teca que luego 

serán aromatizados en la granulosa. 

En el final del experimento, más precisamente en el momento de la ovariectomía, se 

encontró una clara asociación entre las concentraciones séricas e intrafoliculares de 

estradiol y progesterona en los folículos preovulatorios, y en los quistes espontáneos e 

inducidos con ACTH. Sin embargo, la concentración de cortisol en el líquido folicular fue 

mayor en los quistes que en los controles. Además, la concentración de cortisol en el 

líquido folicular fue aún mayor en los animales tratados con ACTH comparado con los 

quistes espontáneos, lo que nos permite inferir sobre la existencia de un mecanismo que 

regula la concentración intrafolicular de cortisol y una acción directa de la ACTH sobre los 

folículos ováricos. En este sentido, no se han detectado alteraciones en la función adrenal o 

en la concentración sérica de cortisol en vacas con ciclos normales y vacas con quistes 

ováricos (Silvia y col., 2005), en concordancia con nuestros resultados. Sólo se observaron 

diferencias en la concentración sérica de cortisol durante el tratamiento, pero no en el 

momento de la formación del quiste. De este modo, no se encontraron evidencias de que las 

vacas ciclando y las vacas con quistes difieran en su función adrenal. Debido a que los GC 
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son sintetizados sólo en la corteza adrenal y son sistemáticamente liberados a todo el 

cuerpo, la presencia de un camino enzimático local que pueda activarlos/inactivarlos es 

fundamental (Krozowski y col., 1999; Tetsuka y col., 2003). 

En cuanto a las implicaciones de estos resultados en la patogénesis de la COD a 

nivel del ovario, este estudio ha mostrado que los ovarios con quistes están expuestos a una 

alta concentración de cortisol y tienen la capacidad de aumentar aún más estas 

concentraciones en respuesta a un estímulo específico. Estudios previos han permitido 

observar la existencia de alteraciones en la tasa de apoptosis en los folículos de vacas con 

quistes ováricos espontáneos e inducidos con ACTH y estos resultados apoyan la idea de 

que la persistencia folicular es un importante componente de la patogénesis de la COD 

(Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col, 2010). Un retraso en la regresión del folículo 

luego de la falla en ovulación es una causa alternativa de la formación de quistes, debido a 

que usualmente debería producirse la atresia y regresión de aquellos folículos que no están 

destinados a ovular. Además, se ha descripto en folículos quísticos de bovinos y ratas, 

cambios importantes en la diferenciación celular, la mayoría relacionados con la 

sobrexpresión de los componentes del citoesqueleto (Salvetti y col., 2004; Ortega y col., 

2007b). En este contexto, la capacidad de los GC para inhibir la apoptosis en la granulosa 

(Sasson y col., 2001) puede también ser importante en la limitación de la atresia de 

folículos terciarios persistentes y puede incluso prevenir la apoptosis en las células de los 

quistes foliculares (Amsterdam y col., 2002; Sunak y col., 2007; Komiyama y col., 2008). 

Por otro lado, los cambios en la concentración de testosterona intrafolicular 

responden claramente a las modificaciones encontradas a nivel histológico. Como fue 

descripto por Salvetti y col. (2010), a medida que avanza la persistencia de los folículos en 

el tiempo, se van perdiendo una gran cantidad células de la granulosa y como consecuencia 

se altera la capacidad de producir ciertas hormonas. Dichas células son las encargas de 

transformar los andrógenos provenientes de la teca interna en estrógenos, mediante un 

proceso de aromatización (Hafez y Hafez, 2000). Por lo tanto, es claramente comprensible 

que el líquido folicular de los quistes inducidos contenga mayor cantidad de testosterona 

que el de los folículos del grupo control debido a la mayor persistencia (10 días), y que los 

quistes espontáneos (cuya persistencia se especula que es mayor a la de los quistes 
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inducidos) presenten la mayor concentración de testosterona de todos los grupos. Además, 

si bien no se hallaron diferencias en las concentraciones intrafoliculares de estradiol entre 

los distintos grupos, se observó una tendencia a disminuir en los quistes inducidos con 

ACTH. Esto puede estar relacionado por un lado, con la concentración aumentada de 

cortisol, apoyando el hecho que los GC suprimen la actividad de CYP19A1 y disminuyen 

el número de LHR (Kawate y col., 1993) y por otro lado, con la actividad aromatasa 

disminuida como consecuencia de la pérdida de células de la granulosa en los quistes. 

 

5.2 Efectos de la ACTH sobre la secreción de esteroides in vitro  

La estimulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal/ovárico asociada al estrés ha 

sido asociada con la interrupción de la función reproductiva e involucrada a la patogénesis 

de COD (Moberg, 1987). El desarrollo folicular deficiente, las tasas de ovulación reducidas 

y la formación de quistes ováricos han sido asociados con el tratamiento con ACTH y la 

concentración aumentada de GC (Liptrap y McNally, 1976; Kawate y col., 1993; Liptarp, 

1993; Dobson y col., 2000). La administración de ACTH a cerdas jóvenes durante la fase 

luteal incrementa tanto la concentración sérica como la folicular de cortisol (Montgomery y 

col., 1997), sin interrumpir la secreción de gonadotropinas (Frautschy y Liptrap, 1988). 

Acosta y col. (2005) reportaron un incremento temporal en la concentración folicular de 

cortisol alrededor del momento en que se produce el pico preovulatorio de LH en bovinos, 

y que si bien la concentración de GC activos disminuyó durante el desarrollo folicular y la 

maduración, estos se incrementaron durante el proceso de ovulación desencadenada por el 

pico de LH, sugiriendo un rol funcional para la ACTH en la estimulación de la secreción 

ovárica de cortisol. 

Cuando se analizó la secreción de hormonas esteroides in vitro, en la pared de los 

folículos terciarios grandes (>10 mm) y quistes estimulados con ACTH, la secreción basal 

de estradiol y testosterona fue más baja en los folículos terciarios grandes que en los 

folículos quísticos. En contraste, la secreción basal de progesterona fue mayor en los 

folículos terciarios que en los folículos quísticos. Estos resultados se condicen con los 

obtenidos de la evaluación del líquido folicular de los folículos terciarios preovulatorios y 

quistes inducidos con ACTH, obtenidos por ovariectomía una vez finalizado el 

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -



5. Discusión 

 

 

111 

 

experimento. Sin embargo, la estimulación con ACTH tuvo un efecto positivo sobre la 

secreción de estradiol por la pared folicular del quiste y también un efecto estimulante 

sobre la secreción de testosterona y cortisol en la pared de los folículos terciarios y 

quísticos. Estos resultados demuestran que la ACTH es capaz de inducir la secreción de 

esteroides en el ovario tanto in vitro como in vivo, indicando que la misma puede estar 

implicada en mecanismos reguladores relacionados a las funciones ováricas normales como 

por ejemplo la ovulación, la esteroidogénesis y la función luteal; y las condiciones 

patológicas como en la inducción de quistes ováricos (Ribadu y col., 2000; Ortega y col., 

2008; Amweg y col., 2013). Por otro lado, si bien se ha postulado que el ovario no es capaz 

de producir GC de novo (Tetsuka, 2007), en esta tesis queda demostrado que la ACTH es 

capaz de estimular la secreción de cortisol por la pared de los folículos ováricos (Amweg y 

col., 2011). Estos resultados, junto con los informes sobre la acción directa de los GC en los 

cultivos de células ováricas (Spicer y Chamberlain, 1998; Kawate y col., 1993; Luck y 

Jungclas, 1988), indican que el ovario bovino es un órgano blanco para los GC, el cual 

también es capaz de modular el entorno glucocorticoide local (Tetsuka y col., 2003). 

 

5.3 Expresión de los MCRs y su relación con la función de la ACTH en el ovario 

Ante situaciones de estrés, el núcleo paraventricular sintetiza y secreta CRH y 

ADH. La CRH y los péptidos derivados de POMC, como ACTH, β-endorfinas y MSH, 

inhiben la producción de GnRH hipotalámica (Chen y col., 1992). En adición, los GC 

suprimen la función gonadal a nivel del hipotálamo, la hipófisis y el útero (Sakakura y col., 

1975; Rabin y col., 1990). La ACTH y las MSH actúan a través de su unión a los MCRs, 

los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en una gran cantidad de tejidos y células 

(Ramachandrappa y col., 2013). Sin embargo, pocos estudios han abordado el papel de los 

MCRs en la mediación de los efectos de los péptidos de melanocortinas en la reproducción. 

En este sentido, describimos por primera vez la expresión del ARNm de los MCRs en el 

ovario bovino (Amweg y col., 2011). Los resultados obtenidos en los tejidos controles se 

correspondieron con los patrones de expresión de los MCRs descriptos previamente en 

otras especies (Catania y col., 2004; Getting, 2006), y fueron confirmados por 

secuenciación. Basados en un análisis semicuantitativo, los niveles relativos de expresión 
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de los ARNm de varios de los MCRs cambiaron a lo largo del desarrollo folicular. En este 

sentido, este estudio se llevó a cabo para determinar la expresión génica de todos los 

receptores y establecer una relación entre los diferentes subtipos en las distintas estructuras 

ováricas. Si bien sólo se demostró la presencia del ARNm codificante para los MCRs, y no 

la expresión de la proteína, los resultados obtenidos confirman la existencia de estos 

receptores en los diferentes componentes ováricos bovinos (Amweg y col., 2011), en 

adición a lo publicado en otras especies: humanos (Chhajlani V, 1996; Thörnwall y col., 

1997), peces (Kobayashi y col., 2008; Alsop y col., 2009) y ratón (Labbe y col., 1994). 

Los péptidos de melanocortinas están implicados en diferentes respuestas 

fisiológicas, como la pigmentación, la respuesta inflamatoria, el balance energético y la 

esteroidogénesis, entre otras. Los MCRs median varios de estos procesos mediante su 

unión a estos péptidos. Si bien la ACTH se une a todos los MCRs, se ha planteado la 

hipótesis que esta hormona ejerce sus efectos sobre la esteroidogénesis vía MC2R y MC5R. 

No obstante, MC1R, MC3R y MC4R también han sido localizados en el ovario de algunas 

especies, y si bien no han sido documentadas sus funciones esteroidogénicas, éstos podrían 

mediar también otras funciones relacionadas a la fisiología ovárica (Schiöth y Watanobe, 

2002; Gonzalez-Añover y col., 2011).  

Actualmente es indudable el importante rol que tiene el sistema inmune en la 

reproducción. En los diversos procesos que abarca esta función, a nivel ovárico, las 

citoquinas actúan a través de un mecanismo autocrino y paracrino y están implicadas en la 

foliculogénesis y eventos relacionados con la ovulación, infiltración leucocitaria, 

angiogénesis, producción de hormonas esteroides y maduración del ovocito (Kucharski y 

Jana, 2005; Bukovsky y Caudle, 2008). Muchas características del proceso ovulatorio son 

comunes al proceso inflamatorio, y la ovulación a menudo se asemeja a una inflamación 

aguda localizada (Espey, 1994; Bukovsky y Caudle, 2008). Las melanocortinas actúan 

como antiinflamatorios al unirse a sus receptores, los MCRs, en las células blanco y 

desencadenan una respuesta que tiene como consecuencia la disminución de la secreción de 

citoquinas pro-inflamatorias. En este contexto, la detección de la expresión de MCRs en el 

ovario bovino, contribuye a la hipótesis que indica que las melanocortinas tienen efectos 

antiinflamatorios a nivel local contribuyendo a la histofisiología ovárica (Lipton y Catania, 
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1997). Virtualmente todas las células que responden al efecto antiinflamatorio de las 

melanocortinas expresan el MC1R, el receptor con mayor afinidad a α-MSH (Catania y 

col., 2004). Consistente con la idea de la participación de múltiples receptores en este tipo 

de efecto, en el presente estudio se obtuvo evidencia de la expresión del MC1R y MC3R en 

el CL y en algunos componentes de la pared folicular, la cual podría indicar una interacción 

estrecha entre las funciones reproductivas e inmunes mediadas por estos péptidos. Aunque 

en ratones knockout para MC3R o MC4R no se han encontrado alteraciones en los 

parámetros reproductivos más usuales (Schiöth y Watanobe, 2002), el número de CL se 

redujo en ratones MC4R-/- (Sandrock y col., 2009), apoyando el rol de este receptor en la 

funcionalidad ovárica. 

Si bien una variedad de manipulaciones experimentales han permitido la 

identificación de mediadores potenciales para la supresión de la reproducción mediada por 

estrés, los mecanismos precisos por los cuales las hormonas liberadas durante el estrés 

pueden inhibir esos procesos reproductivos aún no han sido completamente definidos. El 

rol potencial de la ACTH en la regulación directa de la función ovárica es poco conocida. 

Los efectos de la ACTH son mediados a través de su unión al MC2R, lo que da lugar a la 

activación de la cascada de señalización interna que es esencial para la expresión de la 

enzimas esteroidogénicas y la producción de cortisol (Xing y col., 2010; Novoselova y col., 

2013). El efecto intraovárico de la ACTH ha sido demostrado en peces, donde esta 

hormona suprime la producción de gonadotrofinas estimulada por estradiol en los folículos 

ováricos, y la expresión del MC2R demostrada en ovarios y testículos sugieren un rol para 

ACTH en la regulación de la función gonadal a través de los MCRs (Alsop y col., 2009). 

En concordancia con estos resultados, en bovinos, la expresión génica del MC2R (el 

principal receptor de señalización de ACTH en la glándula adrenal) y del MC5R se 

encontró principalmente en las células de la teca de los folículos terciarios pequeños y 

medianos. Además, se observó expresión del MC2R en el CL bovino (Amweg y col., 

2011). Guelfi y col. (2011), indicaron que la ACTH modula directamente la funcionalidad 

ovárica en conejos por medio de la sobre regulación de la síntesis de progesterona lútea in 

vitro y a través de una estimulación/inhibición dependiente del tiempo del CL in vivo. Esta 
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regulación de la producción esteroidogénica implica al MC2R, mecanismos intracelulares 

adenil ciclasa/AMPc/proteína quinasa A y la mediación de la prostaglandina E2.  

Adicionalmente, por PCR en tiempo real se evaluó la expresión del MC2R en los 

diferentes folículos terciarios y en quistes, confirmándose la expresión del receptor en todos 

los folículos analizados, tanto en las células de la granulosa como en las células de la teca. 

Estos resultados pueden estar relacionados con el efecto estimulante de la ACTH sobre la 

secreción de estradiol, testosterona y cortisol hallados in vitro. En este sentido, la ACTH 

estimula, en las células adrenales de mamíferos (excepto en roedores), vía la cascada de 

señales que implican al AMPc y la proteína quinasa A, la expresión de la enzima 

CYP17A1, la cual es necesaria para 17α-hidroxilación de pregnenolona y progesterona en 

la biosíntesis de cortisol y andrógenos adrenales (Sewer y Waterman, 2003). La secreción 

aumentada de cortisol obtenida en el medio de cultivo luego del ensayo con ACTH, podría 

deberse a la presencia de los MC2R en las células de la teca, necesarios para que dicha 

hormona cumpla su función. La expresión del MC2R también puede estar asociada con el 

efecto estimulante de la ACTH sobre la secreción de testosterona en los folículos terciarios 

y quistes (Amweg y col., 2013), asociado tal vez a la disminución del receptor de 

andrógenos observada en los folículos terciarios y quistes de animales con COD (Salvetti y 

col., 2012). Esta disminución en el receptor de andrógenos conduce a una mayor 

proporción de andrógenos (testosterona) disponibles para la aromatización en las células de 

la granulosa, con el consiguiente incremento de los estrógenos circulantes y foliculares, 

como se observó en el modelo experimental de COD inducida con ACTH (Dobson y col., 

2000; Salvetti, 2012). De acuerdo con nuestros resultados se puede arribar a la hipótesis de 

que el folículo ovárico es un órgano blanco directo de la ACTH, indicando un rol para esta 

hormona en la regulación de la función gonadal a través de los MCRs. 

 

5.4 Expresión de las enzimas 11βHSD en el ovario bovino de animales con COD y su 

implicancia en el metabolismo de los GC 

Las 11βHSD son las enzimas que catalizan la activación/inactivación del cortisol 

por reducción u oxidación enzimática a nivel ovárico (Michael y col., 2003). La expresión 

de las enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 ha sido reportada en una gran variedad de especies, 
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pero los resultados hallados no son consistentes, probablemente debido a las diferencias 

entre especies o a las condiciones de cada estudio (Tetsuka y col., 2003; Thurston y col., 

2003a,b; Fru y col., 2006; Jonas y col., 2006).  

En este estudio se determinó la inmunolocalización de las enzimas 11βHSD en las 

diferentes categorías foliculares de ovarios controles y con COD espontánea e inducida con 

ACTH. Se demostró que los folículos en todas las etapas de desarrollo, en el ovario bovino, 

expresan las enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 de una manera relacionada. En ovarios sanos, 

la inmunomarcación de 11βHSD1 en la granulosa aumentó a medida que los folículos 

maduraban, mientras que se mantuvo constante y con menor expresión en las células de la 

teca. Además, los folículos atrésicos alcanzaron la mayor expresión de 11βHSD1 en la 

granulosa. Por otro lado, la expresión de la proteína 11βHSD2 aumentó en las células de la 

granulosa de los folículos secundarios, terciarios y atrésicos, y en las de la teca interna de 

los folículos terciarios y atrésicos. Además, los ovarios con quistes espontáneos e inducidos 

con ACTH mostraron patrones de inmunomarcación similares, con diferencias sólo en los 

niveles de expresión de 11βHSD1 en la granulosa en relación a los ovarios controles. La 

granulosa de los quistes evidenció altos niveles expresión de 11βHSD1 en relación a la 

expresión en los folículos terciarios de los ovarios controles, y la expresión en los folículos 

atrésicos de los ovarios con quistes espontáneos e inducidos fue más baja que en los 

folículos de los ovarios sanos.  

Por otro lado, se evaluó la expresión del ARNm de ambas enzimas 11βHSD por 

PCR en tiempo real en células de la granulosa y de la teca de folículos terciarios 

provenientes de ovarios sanos y en folículos quísticos. El ARNm de 11βHSD1 evidenció 

una expresión mayor en la teca de los quistes en relación a los folículos terciarios 

pequeños; mientras que, si bien hubo expresión en la granulosa, la misma fue muy baja y 

no pudo ser cuantificada. Además, la expresión del ARNm de 11βHSD2 también fue baja 

en ambas poblaciones celulares, por cual tampoco pudo ser cuantificada. Este patrón de 

expresión de los ARNm de las enzimas junto con el patrón de expresión evidenciado por 

inmunohistoquímica, está relacionado con lo previamente descripto por otros autores. 

Usando PCR en tiempo real, Tetsuka y col. (2010) mostraron que la expresión génica del 

ARNm de 11βHSD1 en los folículos sanos aumenta a medida que los folículos maduran, 
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tanto en granulosa como en teca, mientras que la expresión génica del ARNm de 11βHSD2 

fue baja en las células de la granulosa y sin cambios durante la maduración folicular, pero 

con un fuerte incremento en la expresión en los folículos atrésicos, indicando que la 

11βHSD1 es la isoforma predominante en el folículo maduro y su expresión génica está 

finamente regulada en estos folículos. En otro estudio, utilizando PCR y Western Blot, 

Thurston y col. (2007) documentaron cambios en la expresión de la proteína y en las 

actividades de las enzimas 11βHSD dependientes de cofactor en la granulosa a través del 

ciclo ovárico bovino. Las actividades de las 11βHSD que dependen de NADP(H) y NAD+ 

están asociadas a cambios en la expresión de las proteínas 11βHSD1 y 11βHSD2, que a su 

vez refleja la expresión de los ARNm que codifican estas proteínas enzimáticas. Sunak y 

col. (2007), demostraron en cultivo de células de la granulosa porcinas, una actividad 

oxidasa 11βHSD1 incrementada durante el crecimiento de folículos terciarios pero bajos 

niveles de oxidación de cortisol en las células de la granulosa de quistes, indicando estos 

resultados que dentro de los folículos terciarios pequeños y los quistes, las células de la 

granulosa pueden mantenerse a altas concentraciones intracelulares de GC activos, 

sugiriendo esto un rol local para el cortisol en el crecimiento folicular y en la patogenia de 

la COD.  

La expresión de las enzimas 11βHSD por Western Blot en los folículos terciarios 

grandes de ovarios sanos y de los folículos quísticos usados en los ensayos de cultivos 

estimulados con ACTH nos permitió determinar para la enzima 11βHSD1, una mayor 

expresión del homodímero (68 KDa) en los diferentes folículos terciarios y en los quistes 

en relación a la forma monomérica (34K Da). En este sentido, Thurston y col. (2007) 

sugieren que la formación del homodímero puede ser favorecida por las acciones paracrinas 

y autocrinas de la progesterona sintetizada dentro de las células de la granulosa del folículo 

dominante o por un CL vecino. Por otro lado, la persistencia de homodímeros puede 

depender del nivel de expresión absoluta de la proteína 11βHSD1 afectando la probabilidad 

de formación del dímero.  

En este estudio, luego de la estimulación por ACTH in vitro, se observaron cambios 

en la expresión de las 11βHSD y en la secreción de cortisol por la pared de los folículos 

terciarios y quísticos. Los quistes mostraron una alta expresión de ambas enzimas en 
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condiciones basales mientras que la ACTH produjo un incremento en la expresión de 

11βHSD1 en los folículos terciarios y en quistes, y una disminución en la expresión de 

11βHSD2 en los quistes. Esta respuesta es similar a la inducida por la administración de 

GnRH a cultivos de células de la granulosa que produce un aumento en la expresión de 

11βHSD1 y disminuye la expresión de 11βHSD2 (Tetsuka y col., 1997; Yong y col., 2000). 

Esto resulta en un rápido incremento del cortisol folicular justo antes de la ruptura del 

folículo (Harlow y col., 1997; Yong y col., 2000). La importancia fisiológica de este evento 

no es clara pero podría modular el proceso inflamatorio asociado a la ovulación (Acosta y 

col., 2005; Hillier y Tetsuka, 1998). Si bien este mecanismo puede incrementar 

temporalmente la concentración de los GC activos, formando una parte integral del 

mecanismo ovulatorio, también puede ser parte de un proceso que conduce a la formación 

de los quistes foliculares. La expresión de receptores de ACTH en el ovario bovino 

confirmados en este estudio (Amweg y col., 2011), y el hecho de que la ACTH es capaz de 

inducir la secreción de esteroides y cambios en la expresión de 11βHSD en el ovario 

(Amweg y col., 2013), indican que la ACTH puede estar implicada en los mecanismos 

regulatorios relacionados a la función ovárica asociados con la ovulación, la 

esteroidogénesis y la patogenia de la COD. Estos resultados sugieren que los folículos 

ováricos pueden ser expuestos a altas concentraciones locales de GC activos e indican un 

rol local para el cortisol en la regulación de la función ovárica como así también en el 

desarrollo de COD.  

Teniendo en cuenta que la concentración circulante de cortisol no es modificada 

durante el ciclo estral bovino (Garverick y col., 1971; Roussel y col. 1983; Lyimo y col., 

2000), el sistema enzimático 11βHSD puede jugar un rol importante en la regulación de la 

acción de los GC en el ovario. Sin embargo, los mecanismos regulatorios no han sido 

enteramente dilucidados. En un estudio reciente, Michael y col. (2013) demostraron que el 

síndrome poliquístico ovárico (PCOS) en mujeres con falla en el proceso ovulatorio está 

asociado con una disminución de la oxidación neta de cortisol, reflejado en un aumento en 

las concentraciones de cortisol y en la relación cortisol:cortisona en el líquido folicular de 

ovarios de mujeres con PCOS comparados con el líquido folicular de ovarios sanos, 

concluyendo que la disminución en la inactivación neta de GC puede ser relevante para el 
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bloqueo de la foliculogénesis y la ovulación observada en PCOS. Además, los niveles de 

los cofactores enzimáticos también influyen en las actividades de las 11βHSD y ha sido 

demostrado que el líquido folicular de folículos terciarios grandes y quistes contienen 

moduladores ováricos de la actividad 11βHSD dependiente de NADP
+
. Sin embargo, 

debido a una disminución en el contenido de factores activadores de 11βHSD acompañados 

por el contenido incrementado de inhibidores de 11βHSD, el líquido folicular de los quistes 

ejerce un efecto inhibidor neto sobre la actividad de 11βHSD2 (Thurston y col., 2003) con 

una disminución de la inactivación del cortisol en los folículos quísticos (Sunak y col., 

2007). Por otro lado, como la progesterona es un fuerte inhibidor intrafolicular de la 

actividad 11βHSD1 (Souness y col., 1995; Souness y Morris, 1996; Sun y col., 1998; 

Thurston y col., 2002; Latif y col., 2005; Robinzon y col., 2005), la falta de ovulación y el 

bloqueo consecuente de la luteinización y la baja concentración de progesterona, 

característica de COD, puede exacerbar la actividad de 11βHSD1 y la producción de 

cortisol.  

 

5.5 Expresión del GR en el ovario bovino con COD  

Las acciones biológicas de los GC están mediadas a través de la activación del GR 

intracitoplasmático, el cual, al igual que otros receptores de hormonas esteroides, realiza 

importantes funciones en la regulación de la actividad transcripcional en las células blanco 

(Beato y Klug, 2000). 

En el presente estudio no se encontraron diferencias en la expresión del ARNm del 

GR en células de la granulosa y la teca de folículos terciarios y quísticos. Estos resultados 

se correlacionan con los descriptos por Tetsuka y col. (2010), en donde la expresión del 

ARNm del GR no cambió a través del desarrollo folicular en células de la granulosa y la 

teca, y se incrementó en folículos atrésicos. Además, ni la maduración folicular ni el 

tratamiento con FSH afectaron la expresión del ARNm del GR.  

Por otro lado, la evaluación de la expresión proteica del GR permitió observar en los 

ovarios de animales controles una mayor expresión del GR en las células de la granulosa de 

los folículos atrésicos en relación con los folículos primarios, secundarios y terciarios, y en 

comparación con las células de la teca interna de todas las categorías foliculares. Estos 
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resultados coinciden con los observados por otros autores (Tetsuka y col., 2010). A su vez, 

en las células de la granulosa la expresión del GR fue mayor en los folículos terciarios y 

quistes de los animales con COD espontánea y en quistes de animales con COD inducida 

con ACTH, en relación a los folículos terciarios de animales sanos. En la teca, la 

inmunomarcación del GR fue mayor en los folículos terciarios y en quistes de vacas con 

COD espontánea que en folículos terciarios del grupo control. Los resultados de este 

estudio se relacionan con los obtenidos en ratas por Park y col. (2012), quienes 

demostraron que la expresión génica del GR aumentó significativamente en los quistes 

inducidos con ACTH en relación a los folículos del grupo control. 

El aumento en la expresión 11βHSD1 observada en los folículos quísticos podría 

asociarse con el incremento en la concentración de cortisol intrafolicular en animales con 

COD hallado en este trabajo. Por otra parte, el incremento en la expresión del GR 

permitiría que estas hormonas actúen en las células de los folículos quísticos a través de 

mecanismos de activación/inactivación de la transcripción de genes por ejemplo, la 

inhibición directa de factores transcripcionales pro-inflamatorios o la reducción de la 

estabilidad de enzimas relacionadas con la proliferación celular y la expresión génica que 

tiene lugar en el proceso inflamatorio (Cosío y col., 2005). Por otra parte la acción 

antiinflamatoria local aumentada, podrían actuar inhibiendo la ovulación y favoreciendo la 

persistencia folicular y la posterior formación de quistes. 
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Los resultados obtenidos en esta tesis y su discusión, sumado a los aportes de otros 

autores ampliamente discutidos previamente, nos permiten llegar a las siguientes 

conclusiones: 

 

La ACTH es capaz de inducir la secreción de esteroides en el ovario tanto in vivo 

como in vitro, indicando que la misma puede estar implicada en mecanismos regulatorios 

relacionados a las funciones ováricas, por ejemplo la ovulación y la esteroidogénesis. 

También podría estar implicada en la etiopatogenia de la COD. 

  

En esta tesis demostramos que los ovarios con quistes están expuestos a una alta 

concentración local de cortisol y tienen la capacidad de aumentar aún más estas 

concentraciones en respuesta a un estímulo específico. Si bien no se ha demostrado que el 

ovario sea capaz de producir GC de novo, la ACTH es capaz de estimular la secreción de 

cortisol por la pared de los folículos ováricos, lo que sugiere la existencia de un mecanismo 

que regula la concentración intrafolicular del cortisol y una acción directa de la ACTH 

sobre los folículos ováricos. 

 

También describimos por primera vez la presencia de ARNm de los MCRs en la 

pared folicular del ovario bovino, indicando que el folículo ovárico podría ser un órgano 

blanco directo para la ACTH, otorgándole un rol importante a esta hormona como 

moduladora de la función gonadal a través de los MCRs. Particularmente, se confirmó la 

expresión del MC2R en las células de la teca, sugiriendo esto que la secreción aumentada 

de cortisol obtenida en el medio de cultivo luego del ensayo con ACTH, podría deberse a la 

presencia de este receptor, necesario para que dicha hormona cumpla su función.  

 

Los niveles proteicos de las enzimas 11βHSD1 y 11βHSD2 involucradas en la 

activación/inactivación del cortisol, fueron claramente detectados en todos los estadios del 

desarrollo folicular ovárico bovino, con un aumento en la expresión de ambas isoformas a 

medida que los folículos maduran. Además, los ovarios con quistes espontáneos e 

inducidos con ACTH mostraron patrones de inmunomarcación similares, con diferencias 
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sólo en los niveles de expresión de 11βHSD1 en la granulosa en relación a los ovarios 

controles. De esta forma, la 11βHSD1 resultó ser la isoforma predominante en animales 

con COD, relacionado esto posiblemente con la acción antiinflamatoria local aumentada 

postulada para el cortisol, que podría inhibir la ovulación, favoreciendo la persistencia 

folicular y la posterior formación de quistes.  

 

La estimulación con ACTH, in vitro, produjo un incremento en la expresión de 

11βHSD1 en los folículos terciarios y en quistes, y una disminución en la expresión de 

11βHSD2 en los quistes. Estos resultados nos permiten inferir que la ACTH es capaz de 

inducir cambios en la expresión de estas enzimas en el ovario bovino. El aumento en la 

expresión de 11βHSD1 observada en los folículos quísticos podría asociarse con el 

incremento en la concentración de cortisol hallado en el medio de cultivo, sugiriendo una 

importante función regulatoria para esta enzima en la disponibilidad del cortisol a nivel 

ovárico, y un rol local del cortisol en el crecimiento folicular y/o en la COD.  

 

El aumento en la expresión del GR observada en los folículos quísticos, junto con el 

incremento en la concentración de cortisol intrafolicular en animales con COD, sugieren un 

mecanismo de acción para esta hormona y su receptor a través de la activación/inactivación 

de factores transcripción específicos. Estos factores podrían estar relacionados con los 

mecanismos regulatorios involucrados en la ovulación, y participar en los procesos 

relacionados con la patogenia de la COD en bovinos.  

 

El modelo experimental utilizado permitió el estudio y comprensión de aspectos que 

resultan difíciles de abordar al trabajar con muestras provenientes de animales que 

presentan la enfermedad de manera espontánea. Si bien hubo diferencias entre el modelo 

utilizado y los casos espontáneos de quistes diagnosticados y obtenidos a campo, las 

mismas podrían explicarse principalmente por el tiempo de persistencia. En este sentido, 

los modelos experimentales permiten el estudio de los cambios incipientes que ocurren en 

la enfermedad, alteraciones que se establecen muchas veces antes de que esta sea 
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diagnosticada, y resultan fundamentales para ampliar los conocimientos referentes a la 

formación temprana de los quistes y para la formulación de estrategias preventivas. 

 

Como conclusión final, podríamos sugerir que los estresores afectarían directamente 

las funciones reproductivas, no solo a través del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal, sino 

mediante una acción directa de la ACTH a nivel ovárico. La confirmación de la expresión 

de receptores de ACTH en el ovario bovino, y el hecho de que la ACTH es capaz de inducir 

la secreción de esteroides y cambios en la expresión folicular de 11βHSD, indican que la 

ACTH puede estar implicada en los mecanismos regulatorios relacionados a la función 

ovárica asociados con la ovulación, la esteroidogénesis y la patogénesis de la COD. 
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Abstract

Melanocortin receptors (MCRs) are involved in physiological responses to ACTH, as well as to �-, �- and �-melanocyte-
timulating hormone (�-, �- and �-MSH). Their expression has previously been analyzed in various bovine tissues; however, there
re apparently no reports regarding their localization in the ovaries. In the present study, the expression of MCR mRNA in various
ovine ovarian structures was characterized with reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Furthermore, whether
CTH affected follicular components by affecting steroid secretion in fragments of ovarian follicular wall of medium and large

ntral follicles cultured in serum free medium with 1, 10, and 100 nM ACTH, was also determined. Melanocortin receptors
RNA was localized in the theca cells of various follicular stages, whereas only MC3R mRNA was weakly evident in granulosa

ells. Melanocortin receptors 1, 2, and 3 mRNA were present in the CL, whereas in stroma, only MC2R mRNA was expressed.
There were significant increases in estradiol and cortisol concentrations in response to ACTH in medium follicles, as well as
increased concentrations of testosterone and cortisol in large follicles. These results confirmed earlier reports in other species, and
demonstrated that MCRs were present in bovine ovaries. Since ACTH induced steroid secretion from the ovary in vitro, we
inferred that melanocortin peptides could be involved in regulatory mechanisms related to ovarian functions, e.g. ovulation,
steroidogenesis, and luteal function.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Ovary; POMC; ACTH; Melanocortin; Cattle

www.theriojournal.com
1. Introduction

Adrenocorticotropic hormone (ACTH) and �-, �-
and �-melanocyte-stimulating hormone (�-, �- and
�-MSH) are derived from the post-translational pro-
cessing of the precursor molecule proopiomelanocortin

* Corresponding author. Tel.: 54-3496-420639-223; fax: 54-3496-
428576-350.
E-mail address: hhortega@fcv.unl.edu.ar (H.H. Ortega).

093-691X/$ – see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
oi:10.1016/j.theriogenology.2010.10.003
(POMC) [1]. These POMC products are collectively
called melanocortin peptides or melanocortins. The
principal source of melanocortins is the pituitary gland,
but the POMC gene is also expressed in a variety of
other brain regions, as well as a number of peripheral
tissues, in particular skin [2].

Recognition and cloning of melanocortin receptors
(MCRs) has greatly improved the understanding of
peptide-target cell interactions. To date, five MCRs

(termed MC1R to MC5R) have been cloned. Expres-

mailto:hhortega@fcv.unl.edu.ar
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sion of MC2R mRNA was reported in the ovaries of
fish [3,4] and mice [5], and MC5R was identified in
human ovaries [6]. Furthermore, expression of MCRs
has been analyzed in various bovine tissues [7–15].
However, there are apparently no reports regarding
expression of specific MCR mRNA or its localization in
ovaries. It should, however, be considered that the
interactions between melanocortins and reproduction
have been clearly established, associating them with
varioius processes related to metabolism, stress, immu-
nity, and neuroendocrine signalling pathways [2,16].

Stress-associated stimulation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal/ovary axis disrupted reproductive
function [17]. Poor ovarian follicular development, re-
duced ovulation rates, and ovarian cyst formation were
reported following ACTH treatment and resulting in-
creases in glucocorticoid concentrations [18–21]. Also,
high glucocorticoid concentrations during the late fol-
licular phase of the estrous cycle can disrupt gonado-
trophin release [22,23].

Although these studies indicated an effect of glu-
cocorticoids at the cellular level within the ovary, little
research has been performed to understand the direct
effects of ACTH on ovarian function, although there
could be receptors for this hormone within the ovary of
some species. Therefore, the objective of the current
study was to examine the expression of MCR mRNA in
bovine ovaries using reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR). We postulated that these re-
ceptors, differentially expressed in ovarian compo-
nents, could mediate the actions of melanocortins di-
rectly affecting follicular development and ovarian
function. To confirm this, we analyzed in vitro the
irect effects of ACTH on constitutive follicular wall
teroideogenesis.

. Materials and methods

.1. Collection and preparation of tissues

Ovaries from 66 randomly cycling cattle with ap-
arently normal follicular activity were collected at a
ocal abattoir, within 20 min after death. These ovaries
ere from mixed breeds of Bos taurus cows, assessed
isually as non-pregnant and with no apparent abnor-
ality in the reproductive system. Intact ovaries were
ashed in sterile PBS, refrigerated, and transported

mmediately to the laboratory.
Each batch of ovaries was placed on ice, and antral

ollicles were removed using dissecting scissors. Prior
o dissection of the ovaries, follicle diameter was mea-

ured with calipers, and follicular fluid from each fol- F
icle was aspirated and stored separately at �20 °C
ending determination of progesterone and estradiol
oncentrations. Follicles with an obviously atretic ap-
earance (debris in the antrum) were discarded. Large
ntral follicles were obtained only from ovaries without
visible, active CL.
For RT-PCR, follicles were classified into three cat-

gories according to their calculated diameters, as de-
cribed previously [24]: small (�5 mm, n � 15), me-
ium (5–10 mm, n � 15) or large (�10 mm, n � 15).

To avoid cross contamination and damage due to ma-
nipulation, only one follicular structure was obtained
from each ovary. Follicles were hemisected in PBS, and
granulosa cells (GCs) were gently scraped into tubes
containing approximately 20 mL of sterile PBS. The
cell suspension was centrifuged at 400 � g for 10 min,
he supernatant discarded, and the GC pellets resus-
ended in Trizol LS reagent (Invitrogen, Carlsbad CA,
SA). Follicular walls were further washed several

imes with PBS to remove residual GC. The surround-
ng stroma was also removed from follicular walls and
egarded as theca tissues [25]. Samples of CL (n � 5)

were also obtained from cattle in the luteal phase. All
samples were snap-frozen in liquid nitrogen and stored
at �80 °C pending total RNA extraction. The adrenal
cortex, liver, spleen and spinal cord tissue and white
blood cells of a non-pregnant cow, which served as
both positive and negative controls (Table 1), were
obtained and conserved in the same manner.

2.2. Total RNA extraction

Total RNA was isolated from the samples after treat-
ment with Trizol LS reagent (Invitrogen), according to
the manufacturer’s instructions with slight modifica-
tions. Briefly, 50 to 100 mg of tissue was homogenized
with 750 �L of Trizol reagent (Invitrogen) and incu-
bated for 10 min at 25 °C. Then, RNA was purified by
vigorously homogenizing with chloroform and incubat-
ing for 15 min at 4 °C. After centrifugation at 12,000 �
g, the aqueous phase was incubated with an equal

Table 1
Positive (�) and negative (�) controls used to analyze mRNA
expression of melanocortin receptors in bovine tissues.

MC1R MC2R MC3R MC4R MC5R

iver � � � � �
pleen � � � � �
pinal cord � � � � �
hite blood cells � � � � �
drenal cortex � � � � �
or review see [1,30].
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volume of isopropanol for 60 min at �80 °C and
centrifuged at 12,000 � g to obtain the pellet of mRNA
that was then washed with 75% ethanol for 10 min at
4 °C. Alcohol was replaced by DEPC-water pre-
warmed at 55 to 60 °C. The extracted RNA was DNase
treated with deoxyribonuclease I (amplification grade;
Invitrogen) to eliminate contaminating DNA, assessed
for quality and quantity using a fluoroscopic method
(Qubit, Invitrogen), aliquoted, and stored at �80 °C
pending further use.

2.3. PCR primer design

2.3.1. Melanocortin receptors specific primers
Bovine sequences for MC1R, MC2R, MC3R,

MC4R and MC5R were obtained from GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.htm). Spe-
cific primers were designed to obtain PCR amplifica-
tion products between 400 and 500 bp, spanning two
mRNA-splicing sites, using the PrimerSelect program
in the LASERGENE software (DNAStar, Madison,
WI, USA). The primers were purchased from Invitrogen,
and the sequences are summarized (Table 2). Oligonucle-
otide primers and amplification products were tested using
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) software
to confirm gene specificity and determine exon locations,

Table 2
Primer sequences, regions of the target genes and conditions used fo

Name Sequence (5=–3=) Gene a

MC1R
Forward CAGCCTGCTCTTCATCACCTACTA NM_1
Reverse AGCACTGCAGCACCTCTTG

MC2R
Forward GGCATTACCATCGTGACCTTC NM_1
Reverse TATATCCCTGTGGCTCCTAAAATC

MC3R
Forward CGATCCCCGTGGTCAAC FJ4338
Reverse GCAACTGCCCCCTTCATACA

MC4R
Forward TCGATCGCGGTGGACAGGTA NM_1
Reverse TCCGCAGGGCATAAATCAGAGG

MC5R
Forward CCAGCTGCGGCACGGTCTT NM_0
Reverse GCTCTGAAAACAAACAATCTCCTT

CYP17
Forward GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC NM_1
Reverse CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG

CYP19
Forward TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG BTCY
Reverse GGAACCTGCAGTGGGAAATGA

GAPDH
Forward CACCCTCAAGATTGTCAGCA BC102

Reverse GGTCATAAGTCCCTCCACGA
assuring that they were not designed from any homolo-
gous regions coding for other genes.

2.3.2. Other primers
The primer sequences for cytochrome P450 aromatase

(CYP19a1) and cytochrome P450 17�hydroxylase/
17,20-lyase (CYP17a1) were designed following the same
rules as MCR primers, and validated to confirm bovine
granulosa and theca cell mRNA purity (no cross-contam-
ination) [26]. Primers for housekeeping genes glycer-
aldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were
described previously [27].

2.4. RT-PCR

The first strand of cDNA was synthesized in a 20 �L
eaction mixture using 1 �g of total RNA. The reaction

tubes contained 0.25 �L random hexamers (1 �g/�L),
0.4 �L dNTPs (25 mM), 4 �L 5 � reaction buffer, 2
�L DTT (0.1 M), 0.5 �L ribonuclease inhibitor (40

/�L), and 1 �L M-MLV reverse transcriptase (200
/�L; all reactives were from Invitrogen). Reactions

were incubated at 25 °C for 10 min, 37 °C for 50 min,
and inactivated for 15 min at 70 °C.

Each PCR assay was optimized with regard to an-
nealing temperature and magnesium (MgCl2) concen-

quantitative RT-PCR of bovine tissues.

n no. Amplicon
position

Amplicon
size (bp)

Annealing
temperature (°C)

No.
cycles

808–1229 422 bp 58.8 30

609–1057 449 bp 57.2 30

771–1213 443 bp 57.4 30

637–1129 493 bp 58.9 32

42 512–942 431 bp 57.6 32

1105–1423 319 bp 60.8 35

8–348 341 bp 55.4 35

492–594 103 pb 52 31
r semi-

ccessio

74108

74109

81

74110

010155

74304

P19

589

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST


p

r
(

g
b
C
d
h
J
9
c
e

f
p
o
d
f
w
S
K
A
1
A
s
w
f
m
�

2

s
E
o

631A.N. Amweg et al. / Theriogenology 75 (2011) 628–637

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -
tration. Firstly, amplification of control samples was
performed with annealing temperatures between 51 and
69 °C and MgCl2 between 1 and 2 mM, using the
gradient feature of a gradient thermal cycler Techne
TC-3000G (Techne Inc, Princeton, NJ, USA). The
number of PCR cycles was determined in preliminary
experiments by performing 20 to 35 amplification re-
actions. Then, PCR was carried out in a final volume of
25 �L containing 75 ng cDNA (previously quantified
by the Qubit method), 1.5 mM MgCl2, 0.5 �M forward
rimer, 0.5 �M reverse primer, 0.2 mM dNTP, 2.5 �L

Taq buffer 10X, and 2 U Taq polymerase (5 U/�L; all
eactives from Invitrogen). For every sample, cDNA
volume, 3 �L) was added to the master-mix solution.

Amplification conditions included 30 to 35 cycles of
denaturation at 94 °C for 45 s, annealing at 52 to
60.8 °C (Table 2) for 30 s, and extension at 72 °C for
1 min 30 s. Finally, a final extension step at 72 °C for
10 min were performed.

The PCR products were resolved by electrophoresis
alongside a 1 kb DNA ladder (BioLogicos, Buenos
Aires, Argentina) through a 2% agarose gel containing
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward,
CA, USA), and visualized and digitized under UV
light to confirm the presence of a single band at the
appropriate size. The mRNA levels of the house-
keeping gene GAPDH were similar for all follicle
samples. Only samples positive for GAPDH mRNA
expression were used to investigate the mRNA ex-
pression of the other genes. In addition, only granu-
losa samples positive for CYP19a1 mRNA and neg-
ative for CYP17a1 mRNA and the theca samples
positive for CYP17a1 mRNA and negative for
CYP19a1 mRNA expression were used to detect
MCR mRNA expression.

2.5. Image analysis

Agarose gel images were digitized using an Olym-
pus digital camera and PCR products analyzed using
the Image Pro-Plus 3.1 program (MediaCybernetic,
Bethesda, MD, USA).xppFor these assessments,
GAPDH mRNA was selected as an internal control,
since expression of GAPDH mRNA remained con-
stant in all tissues studied. In comparative PCR anal-
ysis, the absolute optical density (OD) values for
each PCR product were obtained by densitometry
and were normalized with GAPDH levels, whereas
relative levels of the specific mRNA were expressed

in arbitrary units. 4
2.6. Nucleotide sequencing

The specificity of PCR products was checked by
direct sequencing, to verify amplification of the correct
sequences, at the University of Maine (Orono, ME,
USA) DNA sequencing facility. The resulting se-
quences were verified using the MegAlign Tool, in the
LASERGENE software (DNAStar).

2.7. Secretion of steroids by the follicular wall

The size of bovine ovaries precluded the whole-
ovary culture system used successfully with rodents
[28,29], but these methods can be adapted to permit
follicle wall culture. In a laminar flow hood, ovaries
were rinsed, and medium and large antral follicles were
taken using a scalpel and placed in Krebs-Ringer bi-
carbonate buffer pH 7.4 (in mM: NaCl, 118; KCl, 4.7;
KH2PO4, 1.2; MgSO4, 1.2; CaCl2, 25; NaHCO3, 2.5;
lucose, 11.5; bovine serum albumin, 0.1%; and ascor-
ic acid, 100 ug/mL; all were obtained from Sigma
hemical Co., St Louis, MO, USA). The culture me-
ium had previously been equilibrated for 2 h in a
umidified incubator (Forma Scientific 3154 Water-
acketed Incubator, Asheville, NC, USA) gassed with
5% O2 and 5% CO2 at 37 °C. Small follicles were not
ultured because was technically impossible to obtain
nough tissue samples without stromal contamination.

Each large antral follicle was sectioned into four
ragments (one for basal and three for treatments, ap-
roximately 50 mg each). For each medium follicle,
nly one fragment was obtained for each follicle and
ifferent follicles were used for each treatment. The
ragments were cultured on 24-well (1.5 mL medium/
ell) culture plate (Nunc plate, Applied Scientific,
outh San Francisco, CA, USA), and incubated in
rebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4 for 20 min.
fter pre-culture, tissues were placed in medium with
, 10, or 100 nM ACTH (Laboratorios ELEA, Buenos
ires, Argentina) for 3 h at 37 °C. As a control (basal

ecretion), tissues were incubated in the same way
ithout ACTH. Each set of cultures (n � 4) was per-

ormed under identical conditions. Then, the culture
edia was taken from each well and maintained at
20 °C until assayed.

.8. Hormone assays

Estradiol, progesterone, testosterone, and cortisol
ecreted into the incubation medium were measured by
LISA kits (Estradiol EIA, DSL-10-4300; Progester-
ne EIA, DSL-10-3900; Testosterone EIA, DSL-10-

000; Cortisol DSL-1-200; Diagnostic Systems Labo-
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ratories, Webster, TX, USA), according to the manu-
facturer’s instructions. The concentrations of proges-
terone and estradiol were also determined directly in
the follicular fluid. The assay sensitivity was 7
pg/mL for estradiol, 0.13 ng/mL for progesterone,
0.04 ng/mL for testosterone, and 0.10 �g/dL for
cortisol. For incubation medium, results were nor-
malized in relation to tissue weight and expressed as
hormone concentration/mg of tissue.

2.9. Statistical analyses

A statistical software package (SPSS 11.0 for Win-
dows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used to per-
form all statistical tests. The relative levels of the spe-
cific MCRs mRNA in ovarian components and the
effects of different concentrations of ACTH on the
secretion of steroids in culture medium were compared
by ANOVA, followed by Duncan’s multiple range
tests. The comparison of basal secretion between me-
dium and large antral follicles was performed using a
nonpaired two-tailed Student’s t-test. Regression anal-
ysis was used to determine the dose-response effects.
For all statistical analyses, P � 0.05 was considered
significant. Results are expressed as mean � SEM.

3. Results

3.1. Follicular characterization

Concentrations of estradiol and progesterone in the
follicular fluid from various follicular sizes are shown
(Table 3). All follicles were categorized as estrogen-
active, with an increase in large antral follicles (P �
0.05). However, progesterone concentrations were not
significantly different among follicle categories.

3.2. Melanocortin receptors mRNA expression

Expression of MCRs mRNA were compared among
RT-PCR samples containing the same amount of
GAPDH cDNA. Controls were performed in parallel
using water (no cDNA) and RNA samples (without

Table 3
Mean � SEM concentrations of estradiol and progesterone in the
follicular fluid of small, medium, and large bovine antral follicles.

Steroid
(ng/mL)

Small Medium Large

stradiol 97.31 � 6.65a 143 � 12.48a,b 282.41 � 22.18b

Progesterone 62.12 � 9.01 66.75 � 10.72 81.52 � 9.48

a,b Within a row, means without a common superscript differed (P �
0.05).
RT), and no PCR product was visible. All granulosa w
samples were positive for CYP19a1 mRNA and nega-
tive for CYP17a1 mRNA, whereas theca samples were
positive for CYP17a1 mRNA and negative for
CYP19a1 mRNA expression. Data obtained in repre-
sentative RT-PCRs for all primers in ovarian and con-
trol tissues are shown (Fig. 1 and 2).

The identity of the MCRs PCR products was con-
firmed by sequencing (range 97–99% homology with
bovine sequences). Melanocortin receptor 1 mRNA
was weakly detected in the theca of small and medium
antral follicles and higher (P � 0.05) in CL. The theca
in large antral follicles, granulosa cells and stroma
showed no expression. Melanocortin receptor 2 mRNA
levels were moderate in the theca cells of small and
medium follicles and CL, and low (P � 0.05) in the
heca of large antral follicles and stroma. No specific

C2R mRNA was detected in the granulosa.
The expression of MC3R mRNA was moderate in

he theca cells of small antral follicles, but weak in the
heca of medium and large antral follicles. The GC had
low expression, but CL a strong expression of MC3R
RNA (P � 0.05). No MC3R mRNA was detected in

troma. Melanocortin receptor 4 mRNA was moder-
tely expressed in the theca cells of small and medium
ntral follicles, whereas MC5R mRNA was only
eakly expressed in the theca cells of small and me-
ium antral follicles, with a decrease in the theca of
arge antral follicles (P � 0.05). No MC4R or MC5R
RNA was identified in the granulosa, CL, or stroma.
The comprehensive screening of MCRs mRNA in

arious organs and tissues was performed to check the
pecificity of the primers (Table 1, Fig. 1). In the
pleen, only a moderate expression of MC3R was ob-
erved, whereas in the liver, a high expression of MC3R
nd low expression of MC5R were evident. In the
pinal cord, the expression of all MCRs was weakly
etected, except MC2R (strongly detected). In white
lood cells, MC1R, MC2R and MC3R were moderately
xpressed, whereas MC4R and MC5R had a low ex-
ression. Finally, in the adrenal cortex a high expres-
ion of MC2R, a moderate expression of MC1R and
C3R, and a low expression of MC4R and MC5R were

bserved.

.3. Effects of ACTH on the secretion of steroids by
he follicular wall

After incubating for 3 h, basal levels of steroids
ecretion were detected in all samples, whereas secre-
ion of estradiol, progesterone and testosterone were
ignificantly lower in small antral follicles, and cortisol

as higher in large antral follicles (Fig. 3).
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In medium antral follicles, progesterone and testos-
terone secretion was not modified by a range of increas-
ing doses of ACTH in the incubation medium. How-
ever there were dose-dependent increases for estradiol
and cortisol, with a significant increase in response to
10 and 100 nM ACTH. In large follicles, progesterone
and estradiol secretion was not modified by the pres-
ence of ACTH. A significant dose-dependent increase
however was evident in testosterone and cortisol secre-
tion. Significantly higher values of cortisol and testos-
terone secretion also occured in response to 10 and 100
nM ACTH.

4. Discussion

In this study, there was clear evidence that mRNA
for all MCRs was expressed in bovine ovaries. The use
of bovine primers and the results of controls tissues
were in agreement with the expression patterns of
MCRs previously described [1,30] and were also con-

rmed by sequencing. Based on semi-quantitative anal-
ses, relative levels of mRNA for various MCRs

Fig. 1. Gel electrophoresis of specific RT-PCR products, showing th
tissues.

SAF, small antral follicle; MAF, medium antral follicle; LAF, lar
L, liver; SP, spleen; SC, spinal cord; W, white blood cells; A, ad
hanged at each stage of follicular development. There-
fore, this study was undertaken to determine the gene
expression of all components in a single study, to start
to establish a relationship among various subtypes of
the receptors in ovarian structures. Overall, the present
results confirmed earlier reports in other species, and
introduced new findings, including the existence of
additional receptors in various ovarian components.

Unfortunately, there are no antibodies for MCRs for
immunohistochemical or western blot studies with bo-
vine tissues. Although we only demonstrated the pres-
ence of mRNA coding for the MCRs, not the protein,
our findings confirmed previously published reports
describing the presence of MC2R and MC5R in ovaries
of various species [1,4]. To our knowledge, there has
been no investigation into the expression and localiza-
tion of MC1R, MC3R, and MC4R in reproductive or-
gans. In this sense, although ACTH bound to all MCRs,
it has been hypothesized that it exerts its effects on
follicular steroidogenesis via MC2R and MC5R,
thereby centralizing the studies on these receptors.
Nonetheless, MC1R, MC3R and MC4R might also
mediate actions related to other functions in ovarian

ssion of specific primers in bovine ovarian components and control

al follicle; G, granulosa; T, theca; CL, corpus luteum; S, stroma;
ortex.
e expre

ge antr
physiology.
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Fig. 2. Mean (� SEM) relative expression of melanocortin receptors
(mRNA MCRs/mRNA GDPH) in bovine ovarian components and
control tissues.

SAF, small antral follicle; MAF, medium antral follicle; LAF, large
antral follicle; G, granulosa; T, theca; CL, corpus luteum; S, stroma;
L, liver; SP, Spleen; SC, spinal cord; W, white blood cells; A, adrenal
cortex.

a,bMeans without a common superscript differed (P � 0.05).
Fig. 3. Mean (� SEM) effects of ACTH on the secretion of steroids
by the follicular wall of medium (black bar) and large (white bar)
bovine antral follicles. Differences relative to basal secretion and
differences in basal secretion between medium and large antral fol-
licles are indicates: � P � 0.05 and �� P � 0.01.
Dose-response effects are also indicated.
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Few studies have addressed the role of MCRs in
mediating the effects of melanocortins on reproduction.
It is well known that ACTH is acutely released from the
pituitary gland in response to stressor stimulation and is
the primary signal for adrenal cortisol biosynthesis. The
stress-induced release of glucocorticoids is known to
inhibit the immune [31], reproductive [20,32], and en-
docrine [33] systems. Furthermore, exogenous ACTH
treatment in cattle, which increases endogenous cortisol
secretion, induces follicular cysts [34,35]. An intrao-
varian effect of ACTH has been demonstrated in fish,
where ACTH suppresses gonadotrophin-stimulated E2
production in ovarian follicles, and the expression of
MC2R in ovaries and testes suggest a role for ACTH in
modulating gonadal function throughout MCRs [4]. In
agreement with this, in the present study, MC2R
mRNA (the major signaling receptor for ACTH in the
adrenal gland) and MC5R mRNA were expressed
mainly in the theca cells of small and medium follicles,
but not in the CL. Because theca cells express
CYP17a1, a key enzyme in the steroidogenic pathway
that produces the precursors of cortisol [4,36], it was
expected that cortisol secretion could be stimulated by
ACTH, by the presence of their receptors in theca.

In this study, basal secretion of estradiol, progester-
one and testosterone were lower in medium than in
large antral follicles, in agreement with previous results
[37]. In contrast, basal cortisol secretion was higher in
medium antral follicles than in large antral follicles.
Giving ACTH to gilts during the luteal phase signifi-
cantly elevated both plasma and intrafollicular cortisol
concentrations [38] without disrupting gonadotrophin
secretion [39]. Acosta et al [40] reported a temporal rise
in follicular cortisol concentrations occurred around the
preovulatory LH surge in cattle and that although con-
centrations of active glucocorticoids were suppressed
during ovarian follicular development and maturation,
they were increased during the ovulatory process trig-
gered by an LH surge, suggesting a functional role for
ACTH in the stimulation of ovarian cortisol secretion.
In addition, that the follicular wall of medium antral
follicles had higher levels of MCRs could be related to
the stimulatory effect of ACTH on estradiol and corti-
sol secretion. The expression of MC2R could also be
associated with the stimulatory effect of ACTH on
testosterone secretion in large antral follicles, perhaps
associated with a decrease in P450 aromatase activity.
If we take into account the differentiation of follicular
walls, the increased ACTH secretion previously re-

ported during stress in cattle [41] could be responsible
for the increase in testosterone that characterized cystic
follicles during COD in cattle.

By contrast, evidence has accumulated to support
the role of the immune system in reproduction. In these
processes, cytokines act through either a paracrine or
autocrine mechanism and are involved in follicle rup-
ture and remodeling, leukocyte infiltration, angiogene-
sis, steroid hormone production, and oocyte maturation
[42,43]. In addition, many features of the ovulatory
process are common in the inflammatory process, and
ovulation is often likened to an acute inflammation
[43,44]. In these contexts, our findings contributed to
the hypothesis that attributed anti-cytokine and anti-
inflammatory effects to melanocortin peptides [45].
Virtually all cells responsive to the anti-inflammatory
effect of melanocortins express MC1R, the receptor
with the greatest affinity for �-MSH [1]. Consistent

ith the idea of multiple receptor involvement in the
nti-inflammatory effects of melanocortins, we found
he evident expression of MC1R and MC3R in the CL
nd some components of the follicular wall, which
ould indicate a close interaction between the immune
nd reproductive functions mediated by melanocortins.
lso, although neither MC3R nor MC4R knockout
ice have shown any obvious malfunction in reproduc-

ion [2], the CL was decreased in MC4R�/� mice
46], supporting a role in the ovarian physiology.

To conclude, we demonstrated for the first time that
CRs mRNA were present in bovine ovaries and that
CTH affected steroid secretion in bovine ovarian fol-

icles. We inferred that melanocortins, through their
timulatory effect on steroid secretion, could be directly
nvolved in the regulatory mechanisms of ovarian func-
ion.
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a b s t r a c t

Cystic ovarian disease (COD) is an important cause of infertility in cattle, and ACTH has
been involved in regulatory mechanisms related to ovarian function associated with
ovulation, steroidogenesis, and luteal function. Here, we examined the localization of 11b-
hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (11bHSD1) and 11bHSD2 proteins in the ovary of
healthy cows and animals with spontaneous and ACTH-induced COD and the in vitro
response of the follicular wall exposed to ACTH. After stimulation by ACTH, we docu-
mented changes in 11bHSD expression and cortisol secretion by the follicular wall of large
antral and follicular cysts. Follicular cysts showed a higher constitutive expression of both
enzymes, whereas ACTH induced an increase in 11bHSD1 in tertiary follicles and follicular
cysts and a decrease in 11bHSD2 in follicular cysts. Moderate expression of 11bHSD1 was
observed by immunohistochemistry in granulosa of control animals, with an increase (P <

0.05) from primary to secondary, tertiary, and atretic follicles. The level of immunostaining
in theca interna was lower than that in granulosa. The expression of 11bHSD2 was lower in
the granulosa of primary follicles than in that of secondary, tertiary, and atretic follicles
and was lower in the theca interna than in the granulosa. In ACTH-induced and sponta-
neously occurring follicular cysts, differences from controls were observed only in the
expression of 11bHSD1 in the granulosa, being higher (P < 0.05) than in tertiary follicles.
These findings indicate that follicular cysts may be exposed to high local concentrations of
active glucocorticoids and indicate a local role for cortisol in COD pathogenesis and in
regulatory mechanisms of ovarian function.

� 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction

Stress-associated stimulation of the hypothalamic–
pituitary–adrenal/ovarian axis has been reported to disrupt
the reproductive function and has been associated with the
pathogenesis of bovine cystic ovarian disease (COD) [1].
Poor follicle development, reduced ovulation rates, and
rtega).

. All rights reserved.
follicular cyst formation have been reported in association
with ACTH treatment and increased concentrations of
glucocorticoids [2–5]. Recently, we have confirmed the
expression of ACTH receptors in bovine ovaries [6]. The fact
that ACTH is able to induce steroid secretion from the ovary
in vitro strongly indicates that ACTH could be involved in
regulatory mechanisms related to ovarian function associ-
atedwith ovulation, steroidogenesis, and luteal function [6].

The most widely accepted hypothesis to explain the
formation of follicular cysts is that LH release from the
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hypothalamus-pituitary is altered [7–12]. In this sense,
exogenous glucocorticoids prolong the estrous cycles of
cattle [13,14], presumably by inhibiting LH secretion by the
anterior pituitary [15,16] and by directly inhibiting the
follicular function [17–19]. Exogenous ACTH treatment in
cattle increases endogenous cortisol secretion, thus
inducing follicular cysts [2,5,20]. It has been proposed that
the action of glucocorticoids on ovarian function would be
antagonistic to that on reproductive function [21], with
a direct effect on granulosa cells down-regulating the
production of steroids and prostaglandins and the expres-
sion of LH receptors [18,22,23]. Because ovulation is an
inflammatory event characterized by increased synthesis of
interleukins and prostaglandins [24–26], an increased
generation of anti-inflammatory glucocorticoids during
ovulation would help limit inflammatory process in
the ovary [27–29]. However, extreme situations could
affect the normal ovulatory mechanism, altering the
estrous cycle.

Although the ovary would not be able to produce
glucocorticoids de novo [30], ACTH is able to stimulate
cortisol secretion from cultured bovine follicular walls [6].
Moreover, the access of active cortisol to target tissues is
regulated by the relative expression of two 11b-hydrox-
ysteroid dehydrogenase (11bHSD) enzymes: a bidirectional
11bHSD type 1 (11bHSD1), which mainly activates corti-
costerone to cortisol, and 11bHSD type 2 (11bHSD2), which
inactivates cortisol to cortisone [31,32].

Both 11bHSD1 and 11bHSD2 mRNAs have been identi-
fied in the bovine ovary [32], and their expression and
activity have been associated with follicular development
and maturation [33,34]. In follicular fluid of bovine follic-
ular cysts, changes have been observed in the profile of
these enzymes, with a decrease in 11bHSD1 activity [35].
AlthoughmRNA expression of the two 11bHSD isoforms has
been detected in bovine ovaries, little is known about
11bHSD protein expression and localization. In the present
study, we examined the in vivo expression of 11bHSD1 and
11bHSD2 proteins in the ovary of healthy cows and animals
with spontaneous and ACTH-induced COD, and we studied
the effect of in vitro stimulation of the follicular wall with
ACTH on 11bHSD1 and 11bHSD2 protein expression, as well
as changes in steroid hormones secretion.

2. Materials and methods

2.1. In vivo ACTH treatment

All the procedures were approved by the Institutional
Ethics and Security Committee (Faculty of Veterinary
Sciences – Universidad Nacional del Litoral, Argentina) and
are consistent with [36]. Fifteen nulliparous Holstein
heifers (age, 18–24 mo; body weight, 400–450 kg) were
assigned to the control (n ¼ 10) or treated (n ¼ 5) groups.

Ovulation of all heifers was hormonally synchronized by
the OvSynch protocol [37]. All heifers received 10 mg of
a gonadotropin-releasing hormone (GnRH) analog (buser-
elin acetate, Gonaxal; Biogénesis-Bagó, Garín, Argentina)
on day�9 (see below),150 mg of a prostaglandin F2a analog
(DþCloprostenol, Enzaprost D-C; Biogénesis-Bagó) on day
�2, and 10 mg of a GnRH analog on day 0. The time of the
ovulation was monitored by transrectal ultrasonography
and was designated as day 1 of the estrous cycle (Fig. 1),
because, as described by Pursley et al [37], ovulation occurs
24 to 32 h after the second injection of GnRH.

Themodel of ACTH-induced ovarian follicular cysts used
in the present study has been previously described
[5,20,38,39]. Briefly, beginning on day 15 of a synchronized
estrous cycle, 5 heifers received subcutaneous injections of
1 mg of a synthetic polypeptide with ACTH activity (Syn-
acthen Depot; Novartis, Basel, Switzerland) every 12 h for
7 d (treated group). The other 10 animals received saline
solution (1 mL) (control group).

Ovarian ultrasonographic examinations were per-
formed in all animals, using a real-time, B-mode scanner
equipped with a 5-MHz, linear-array, transrectal trans-
ducer (Honda HS101V, Tokyo, Japan) [40]. The growth and
regression of follicles >5 mm, corpora lutea, and follicular
cysts were monitored. Daily ovarian ultrasonography was
performed through a complete estrous cycle in untreated
(control) heifers (21–23 d) and from day 14 (day 0 ¼ day of
ovulation) until ovariectomy on approximately day 48 in
ACTH-treated heifers. Follicular cysts detected by ultraso-
nography were defined as any follicular structure with
a diameter�20mmpresent for�10 d, without ovulation or
corpus luteum (CL) formation [5]. The first day of follicular
cyst formation was the day a follicle attained �20 mm in
diameter, and the ovaries were removed 10 d later by flank
laparotomy (approximately day 48). In 5 heifers of the
estrus-synchronized control group, ovariectomy was con-
ducted when the dominant follicle reached a diameter >10
mm, in the absence of an active CL, to obtain preovulatory
follicles (approximately day 18). The remaining 5 animals
of the estrus-synchronized control groupwere subjected to
daily blood sampling for hormonal determinations.

To clarify the effects of ACTH on steroid hormone
concentrations, blood samples were taken from the
coccygeal vein from 5 estrus-synchronized control and 5
ACTH-treated heifers every 24 h between day 15 and day 28
(Fig. 1). In addition, samples were collected just before
ovariectomy in control and treated animals. Blood tubes
were refrigerated after collection, and serumwas separated
within 2 h and stored at �20�C until hormone analysis.
2.2. Collection of spontaneous cysts

For immunohistochemistry, ovaries with spontaneous
follicular cysts were collected from cows at local dairy
farms. The diagnosis and confirmation was done with
transrectal ultrasonography (5-MHz linear transducer,
Honda HS101V). Ten Argentinean Holstein cows that
showed �1 follicular cysts of �20 mm in diameter per-
sisting for at least 10 d in the absence of a CL were selected.
The ovaries were removed by transvaginal ovariectomy,
and blood samples were collected just before surgery for
hormone analysis.

For tissue culture, ovaries with large antral follicles (>10
mm; n ¼ 12) and with spontaneous follicular cysts (n ¼ 12)
were collected at a local abattoir, within 20 min of death,
from mixed breeds of Argentinean Holstein cows assessed
visually as being nonpregnant without macroscopic



Table 1
Antibodies, suppliers, and dilutions used for IHC and WB analysis.

Antibodies Clone/source Dilution

Primary antibodies
11bHSD1 Polyclonal, ab39364; Abcam

(Cambridge, MA)
IHC:
1:100
WB:
1:500

11bHSD2 Polyclonal, ab37800; Abcam
(Cambridge, MA)

IHC:
1:80
WB:
1:500

Secondary antibodies
Biotinylated
anti-rabbit IgG

Goat Polyclonal, 65-6140; Zymed
(San Francisco, CA)

IHC:
1:100

Anti-rabbit IgG
peroxidase

Goat Polyclonal (Amersham, UK) WB:
1:1,000

Abbreviations: IHC, immunohistochemistry; WB, Western blot.
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abnormalities in the reproductive system and immediately
were transported to the laboratory.

2.3. Immunohistochemistry

Histologic ovarian sections from ACTH-treated cows,
cows with spontaneous follicular cysts obtained from
dairy herds, and estrus-synchronized controls were used
for immunohistochemistry to locate and quantify the
protein expression of 11bHSD1 and 11bHSD2 in follicular
walls. During the dissection of the ovaries, the external
follicular diameter was measured with calipers, and
follicular fluid from each follicle was aspirated and stored
separately at �20�C. The health status of the follicles was
confirmed by the hormone concentrations in the follicular
fluid, considering normal follicles (healthy, nonatretic)
those with high concentrations of estradiol (>150 pg/mL),
low progesterone (80 ng/mL), and low testosterone-to-
estrogen ratio. Ovaries were fixed in 4% buffered formal-
dehyde for 8 h at 4�C, dehydrated, and embedded in
paraffin. Sections (5 mm thick) were mounted on slides
previously treated with 3-aminopropyltriethoxysilane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and primarily stained
with hematoxylin–eosin for a preliminary observation of
all ovarian structures. For immunohistochemical studies,
follicles were classified into the following groups:
primary, secondary, tertiary (antral), and atretic follicles
and follicular cysts [20,38,41,42].

The details, suppliers, and concentrations of the anti-
bodies used are reported in Table 1. Each antibody was
measured in at least 5 sections of each ovary from
each animal. The homology between the target peptide of
each antibody and the correspondent bovine protein was
tested with the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST software; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) to
determine the peptide location and to confirm antigen
specificity.

A streptavidin-biotin immunoperoxidase method
was performed as previously described [43,44]. Briefly,
after deparaffinization, microwave pretreatment (antigen
retrieval) was performed by incubating the sections in
0.01M citrate buffer (pH 6). Endogen peroxidase activity
was inhibited with 3% (vol/vol) H2O2 in methanol,
and nonspecific binding was blocked with 10% (vol/vol)
normal goat serum. All sections were incubated with the
primary antibodies for 18 h at 4�C and then for 30 min
at room temperature with biotinylated secondary anti-
bodies selected specifically for each of the 2 types of
primary antibodies used. The antigens were visualized by
streptavidin-peroxidase (BioGenex, San Ramon, CA), and
3.3-diaminobenzidine (Liquid DAB-Plus Substrate Kit;
Zymed, San Francisco, CA) was used as the chromogen.
Finally, the slides were washed in distilled water, coun-
terstained with Mayer hematoxylin, dehydrated, and
mounted.

To verify immunoreaction specificity, adjacent control
sections were subjected to the same immunohistochemical
method, replacing primary antibodies with nonimmune
serum. To exclude the possibility of nonsuppressed endog-
enous peroxidase activity, some sections were incubated
with diaminobenzidine alone.
Microscopic images were digitized with a CCD color
video camera (Motic 2000; Motic China Group, Xiamen,
China) mounted on a conventional light microscope
(Olympus BH-2; Olympus Co, Tokyo, Japan), with an
objective magnification of �40, and analyzed with the
Image Pro-Plus 3.0.1 system (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD). The microscope was prepared for Koehler
illumination. This was achieved by recording a reference
image of an empty field for the correction of unequal
illumination (shading correction) and calibrating the
measurement system with a reference slide to determine
background threshold values. The reference slides con-
tained a series of tissue sections stained in the absence of
a primary antibody. The positive controls were used as
interassay controls to maximize the levels of accuracy
and robustness of the method [44–46]. The methodologic
details of image analysis as a valid method to quantify
protein expression have been described previously
[38,44,45–50]. The percentage of the immunopositive-
stained area was calculated separately in each follicular
wall layer (granulosa and theca) from at least 50 images of
the primary, secondary, tertiary, and atretic follicles and
follicular cysts.

2.4. In vitro ACTH treatment and Western blot analysis

To analyze the effect of ACTH stimulation on the
protein expression of 11bHSD1 and 11bHSD2 in vitro,
follicular wall samples from cystic and large antral follicles
collected at a local abattoir were used in the tissue culture
assay (basal and ACTH-treated) and then processed for
immunoblotting.

The protocol for in vitro ACTH treatment has been
previously applied to bovine follicular walls to determine
the effect of ACTH on the release of steroid hormones
in vitro [6]. Briefly, in a laminar flow hood, ovaries were
rinsed, follicular fluid was aspirated, and large antral folli-
cles or follicular cysts were taken with a scalpel and placed
in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4. The culture
medium had been previously equilibrated for 2 h in
a humidified incubator (3154 Water-Jacketed Incubator;
Forma Scientific, Asheville, NC) gassed with 95% O2 and 5%
CO2 at 37�C.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST


Fig. 1. Experimental design for the induction of follicular cysts. Holstein heifers were synchronized and treated with ACTH or saline, every 12 h, from days 15 to
22 of the estrus cycle. Follicular dynamics were followed by daily ultrasound scanning, and blood steroid hormones were measured as indicated. Ovariectomy
was performed to obtain preovulatory follicles from control animals and cysts persisting for at least 10 d from treated animals. D, day; GnRH, gonadotropin-
releasing hormone; PGF2a, prostaglandin F2a.
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Each follicle was sectioned into 2 fragments (one for
basal effects and one for ACTH treatment, approximately 50
mg each). The fragments were cultured on 24-well (1.5 mL
medium/well) culture plates (Nunc plate; Applied Scien-
tific, South San Francisco, CA), and incubated in Krebs-
Ringer bicarbonate buffer, pH 7.4, for 20 min. After
preculture, treated tissues were placed in medium with
100nM ACTH (Laboratorios ELEA, Buenos Aires, Argentina)
for 3 h at 37�C. This dose has been described for a high
cortisol secretion response in antral follicles in in vitro
follicular wall cultures [6]. Control tissues were incubated
in the same way without ACTH. Then, the culture medium
was taken from each well and maintained at �20�C until
hormone assays, and follicular wall samples were imme-
diately frozen at �80�C until used for the determination of
11bHSDs protein expression by Western blot analysis. Each
set of cultures, constituted by 6 follicular cysts and 6 large
antral follicles (basal and ACTH-treated each), was per-
formed twice, under identical conditions.

The tissue samples were homogenized in radio-
immunoprecipitation assay lysis buffer and a protease
inhibitor cocktail (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets; Roche, Mannheim, Germany), as previ-
ously described [15,39]. An aliquot of 40 mg of proteins was
separated by SDS-PAGE (10% resolving gel). Proteins were
transferred to nitrocellulose membranes (Amersham,
Buckinghamshire, UK), blocked for 1 h in 2% wt/vol nonfat
milk in Tris-buffered saline that contained 0.05% vol/vol
Tween 20 (Sigma-Aldrich), and then incubated overnight
at 4�C with specific primary antibodies (Table 1). After
washing, membranes were treated for 1 h with the cor-
responding secondary peroxidase-conjugated antibody
(Table 1). Immunopositive bands were visualized with
a chemiluminescent detection kit (Amersham). To test
specificity of the antibodies, bovine adrenal tissues were
processed with the same protocol.

The exposed films were scanned at 1,200 dpi, and the
protein expression levels of 11bHSD1 and 11bHSD2 were
analyzed by densitometry with the Image Pro-Plus 3.0.1
system to obtain an integrated optical density value.

2.5. Hormone assays

The concentrations of estradiol, progesterone, testos-
terone, and cortisol in serum and follicular fluid from
ACTH-treated cows, cows with spontaneous cysts, and
controls, as well as in the incubation medium of
tissue cultures, were measured by ELISA kits (Estradiol EIA,



Fig. 2. Morphologic characteristics of preovulatory follicles and follicular cysts at the time of ovariectomy. Mean � SEM follicular diameter, selected ultrasound
pictures, and histologic features are shown. Bars with different letters are different (P < 0.05). In microscopy image, scale bars ¼ 20 mm. G, granulosa; TE, theca
externa; TI, theca interna.
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DSL-10-4300; Progesterone EIA, DSL-10-3900; Testos-
terone EIA, DSL-10-4000; Cortisol DSL-1-200; Diagnostic
Systems Laboratories, Webster, TX), according to the
manufacturer’s instructions. The assay sensitivity was 7 pg/
mL for estradiol, 0.13 ng/mL for progesterone, 0.04 ng/mL
for testosterone, and 0.10 mg/dL for cortisol. For the incu-
bation medium, results were normalized in relation to
tissue weight and were expressed as hormone concentra-
tion per milligram of tissue [6].
2.6. Statistical analyses

A statistical software package (SPSS 11.0 for Windows;
SPSS Inc, Chicago, IL) was used to perform all statistical
tests. The serum concentrations of steroids in ACTH-treated
and control animals during the experimental protocol were
analyzed bymultivariate ANOVA to determine the time and
treatment effects and treatment-by-time interaction.

The immunohistochemical data and hormone concen-
trations in serum and follicular fluid from ACTH-treated
cows, cows with spontaneous cysts, and controls were
compared by ANOVA, followed by Duncan multiple range
tests. The protein expression and hormone concentrations
in the culture media between ACTH-treated and control
tissues were compared with a nonpaired 2-tailed Student t
test. For all statistical analyses, P < 0.05 was considered
significant. Results are expressed as mean � SEM.
3. Results

3.1. Ultrasonography and follicular morphology

3.1.1. ACTH-treated animals
The successful induction of COD with the ACTH treat-

ment in heifers was confirmed by observing ovarian
morphology and hormone concentrations. Ovarian follic-
ular cysts were induced in all ACTH-treated animals.
Detection of cysts began on day 32.5 � 4, and the mean
diameter of cysts was 23.2 � 1.9 mm, larger (P < 0.05) than
the mean diameter of ovulatory follicles, which was 11.8 �
1.7 mm at ovariectomy (approximately day 18). Ultra-
sonographically, the cysts appeared as uniformly non-
echogenic ovarian structures with a wall thickness of �3
mm. Microscopically, healthy developing follicles, follicles
showing different degrees of atresia, and 1 large cyst (in
one ovary) with a complete and intact multilaminar gran-
ulosa layer were observed. Corpora lutea were absent in all
cases (Fig. 2).



Fig. 3. Serum levels of estradiol, progesterone, testosterone, and cortisol in ACTH-treated and control animals during the experimental protocol. Results are mean
� SEM. Data were analyzed according to the time after the ovulation (day 1) in the previous synchronized cycle. Values with superscripts indicate differences
(*P < 0.05 and **P < 0.01) between ACTH-treated and controls in each time point (n ¼ 5 animals per group). D, day of experimental protocol effect; T, treatment
effect; D*T, day of experimental protocol-by-treatment interaction.
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3.1.2. Control animals
Daily ultrasound monitoring in control untreated

heifers during a complete estrous cycle showed normal
follicular dynamics. The preovulatory follicle was detected
on day 15, and its mean diameter was 11.8 � 1.7 mm at
ovariectomy (approximately day 18). Histologically, ovaries
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exhibited follicles in various stages of development,
including primary, secondary, and tertiary follicles, as well
as atretic follicles and CL from previous cycles (Fig. 2).

3.1.3. Animals with COD diagnosed at the dairy farm
Ultrasonographically, spontaneous follicular cysts diag-

nosed at the dairy farm were similar to ACTH-induced
cysts, with a mean diameter of 25.8 � 3.6 mm, larger
than ovulatory follicles in control animals (P < 0.05), but
not different from induced follicular cysts (P > 0.1).
Microscopically, healthy developing follicles, atretic folli-
cles, and 1 or 2 large cyst(s) with a complete granulosa of
variable thickness, with degeneration signs in some cases,
were also observed. Corpora lutea were absent in all cases
(Fig. 2).
Fig. 4. Serum levels of estradiol, progesterone, testosterone, and cortisol in serum a
for each hormone in serum or follicular fluid. Bars with different letters are different
spontaneous follicular cysts).
3.2. Effects of ACTH on blood steroid hormone concentrations

Daily blood samples in estrus-synchronized heifers
(controls) and ACTH-treated animals during the treatment
and 1 wk after completion of treatment showed effects of
the treatment and time (P < 0.05) on concentrations of all
hormones and a treatment-by-time interaction in estradiol,
progesterone, and cortisol (Fig. 3).

Estradiol was higher (P< 0.05) in blood of ACTH-treated
animals during treatment (days 15–18). At the beginning of
the subsequent estrous cycle (days 23–28), estradiol
decreased (P < 0.05) in control animals and continued to
increase (P < 0.05) in ACTH-treated animals. In ACTH-
treated animals, progesterone was greater (P < 0.05) at
the end of the treatment (days 17–20) and then decreased
nd follicular fluid at the time of ovariectomy. Bars represent the mean � SEM
(P < 0.05) (n ¼ 5 animals for controls and ACTH-induced cysts and n ¼ 10 for



Fig. 5. Relative expression (measured as percentage of immunopositive area)
of 11bHSD1 and 11bHSD2 in granulosa (white bars) and theca interna (black
bars) of primary, secondary, tertiary, and atretic follicles from the estrus-
synchronized control group. Values represent mean � SEM. Bars with
different letters are different (P < 0.05). 11bHSD1, 11b-hydroxysteroid dehy-
drogenase type 1; 11bHSD2, 11b-hydroxysteroid dehydrogenase type 2.
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and increased (P < 0.05) in estrus-synchronized controls
from day 22 because of the formation of a new CL after
ovulation. Testosterone showed a similar profile in both
groups until day 27, when testosterone increased (P< 0.05)
in control animals. Cortisol was greater (P < 0.05) during
ACTH treatment (days 15–21) and then decreased to
control values after day 23.

3.3. Steroid hormone concentrations in serum and follicular
fluid at sampling time

The concentrations of estradiol, progesterone, testos-
terone, and cortisol in serum and follicular fluid of ACTH-
treated animals, cows with spontaneous cysts obtained at
the dairy herd, and estrus-synchronized heifers (controls)
at ovariectomy are shown in Figure 4. Control animals had
greater (P < 0.05) progesterone concentration in serum,
although always <1 ng/mL. Estradiol and cortisol did not
change (P > 0.05), whereas testosterone tended to increase
(P ¼ 0.06) in serum from cows with spontaneous cysts.

In follicular fluid, estradiol was similar in all groups but
tended (P ¼ 0.055) to decrease in ACTH-induced follicular
cysts in relation to preovulatory follicles. Progesterone was
lower (P< 0.05) in spontaneous and induced follicular cysts
than in preovulatory follicles. Testosteronewas greater (P<
0.05) in spontaneous follicular cysts than in preovulatory
follicles. Cortisol concentration increased (P < 0.05) in
animals with COD.

3.4. Immunolocalization of 11bHSDs proteins

To obtain information about the localization of 11bHSD
proteins in different follicular structures, their expression
was evaluated by immunohistochemistry and quantitative
image analysis. In estrus-synchronized control animals,
a moderate expression of 11bHSD1 was observed in gran-
ulosa, with an increase from primary to atretic follicles (P <

0.05) (Figs. 5 and 6). The immunopositive area in theca
interna was lower than that in granulosa (P < 0.05), and no
differences were found across the different follicle stages.
The expression of 11bHSD2 was lower in the granulosa layer
of primary follicles than in secondary, tertiary, and atretic
follicles (P < 0.05). The level of immunostaining of 11bHSD2
in theca interna was lower than in granulosa (P < 0.05). In
addition, secondary follicles showed a lower expression than
tertiary and atretic follicles (P < 0.05). The theca externa
layer had a weak or absent immunostaining for 11bHSD1
and 11bHSD2, and the expression was not quantified
because the values did not differ from the background.

In follicular cysts of ACTH-treated heifers and sponta-
neously happening at the dairy herd, differences were
observed only in 11bHSD1 expression in granulosa relative
to controls (Fig. 7). The immunoexpression of 11bHSD1 was
higher in the granulosa of tertiary follicles and follicular
cysts of animals with ACTH-induced COD than in tertiary
follicles of estrus-synchronized controls (P < 0.05) (Figs. 6
and 7). In animals with spontaneous cysts, the staining in
follicular cysts was also higher than that in tertiary follicles
of controls (P < 0.05) (Figs. 6 and 7). The immunoex-
pression of 11bHSD1 decreased in atretic follicles from both
animals with spontaneous cysts and animals with ACTH-
induced cysts, in relation to preovulatory follicles from
control animals (P < 0.05).

3.5. Effects of ACTH on 11bHSD1 and 11bHSD2 protein
expression in the follicular wall

The analysis of the expression of 11bHSD1 and 11bHSD2
by Western immunoblot in the follicular wall of preovula-
tory and follicular cysts obtained at the abattoir is presented
in Figure 8. The 11bHSD1 antibody recognized bands of 34
and 68 kDa, corresponding to monomeric and dimeric
forms, and the dimeric form is the most functionally rele-
vant. By contrast, the 11bHSD2 antibody recognized a band
of 48 kDa. After 3 h of incubation, basal expression of both
enzymes was found in all samples, with higher (P < 0.05)
expression in follicular cysts than in preovulatory follicles.
These differences persisted in ACTH-stimulated tissues.
After ACTH stimulation, an increase (P < 0.05) was found in
11bHSD1 expression in large antral follicles and follicular
cysts with a decreased 11bHSD2 expression (Fig. 8).

3.6. Effects of ACTH on secretion of steroids by the follicular
wall

Steroid concentrations in the incubation medium of
follicular wall cultures of preovulatory follicles and follicular



Fig. 6. Representative images of 11bHSD1 and 11bHSD2 immunostaining in secondary, preovulatory, and atretic follicles of the estrus-synchronized control group
and follicular cysts of spontaneous and ACTH-induced COD groups. Scale bars ¼ 20 mm. COD, cystic ovarian disease; 11bHSD1, 11b-hydroxysteroid dehydrogenase
type 1; 11bHSD2, 11b-hydroxysteroid dehydrogenase type 2.
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cysts obtained at the abattoir are presented in Figure 9. After
3 h of incubation, basal concentrations of steroid secretion
were detected in all samples, with higher (P < 0.05)
concentrations of estradiol and testosterone in follicular
cysts than in large antral follicles. By contrast, progesterone
showed a lower basal secretion in follicular cysts. These
differences persisted in ACTH-stimulated tissues. After ACTH
stimulation, testosterone and cortisol secretions increased
(P < 0.05) in large antral and follicular cysts. In addition,
estradiol increased (P < 0.05) in follicular cysts in response
to ACTH.

4. Discussion

Treatment with ACTH resulted in changes in serum
steroid concentrations. Estradiol, progesterone, and cortisol



Fig. 7. Relative expression (measured as percentage of immunopositive area) of 11bHSD1 and 11bHSD2 in granulosa and theca interna of primary, secondary,
tertiary, and atretic follicles and follicular cysts in estrus-synchronized controls, spontaneous COD, and ACTH-induced COD groups. Values represent mean � SEM.
Bars with different letters within each follicle category are different (P < 0.05). Differences relative to the expression in follicular cysts in relation to control
tertiary follicles are also indicated: *P < 0.05 and **P < 0.01. COD, cystic ovarian disease; 11bHSD1, 11b-hydroxysteroid dehydrogenase type 1; 11bHSD2, 11b-
hydroxysteroid dehydrogenase type 2.
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concentrations increased during ACTH treatment, whereas
testosterone showed no changes. After ACTH treatment,
estradiol remained increased, whereas progesterone did
not increase as in controls. This would reflect follicular
persistence and lack of luteinization, respectively. This is
consistent with results of Dobson et al [5], who described
that estrogen remains high until approximately day 30 and
proposed that estradiol, along with inhibin (but not ACTH,
cortisol, or progesterone), exerts a strong negative feedback
on FSH secretion [51]. However, these investigators did not
analyze the concentration of testosterone.

Cortisol in follicular fluid was higher in cysts than in
controls, confirming the existence of a mechanism to
regulate its intrafollicular concentration. Cortisol concen-
tration in follicular fluid was even greater in animals
treated with ACTH, confirming our previous results that
indicated a direct action of ACTH in the follicular wall [6]. In
this sense, no alterations have been detected in adrenal
function or in serum cortisol concentration between
normal cycling cows and cows with ovarian follicular cysts
[52], in agreementwith our results.We found differences in
serum cortisol only during treatment but not at the time of
cyst formation. Thus, we found no evidence that cyclic cows
and cows with COD differed in adrenal function. Because
glucocorticoid is synthesized only in the adrenal cortex and
is delivered systemically to the whole body, the presence of
an enzymatic pathway is crucial for glucocorticoids to
modulate local concentration of active glucocorticoids
[31,32].

It is well known that ACTH is acutely released from the
pituitary gland in response to stressor stimulation and is
the primary signal for adrenal cortisol biosynthesis. The
stress-induced release of glucocorticoids is known to
inhibit the immune [53], reproductive [4,54], and endo-
crine [55] systems. The expression of 11bHSD1 and
11bHSD2 in bovine ovarian tissues, together with the re-
ported direct glucocorticoid action in cultured follicular
cells [19,22,56], indicates that the bovine ovary is a gluco-
corticoid target organ that is also capable of modulating the
local glucocorticoid environment [32]. In addition, the
expression of melanocortin receptors (MCRs) in the follic-
ular wall could indicate that the ovarian follicle is a direct
target organ of ACTH, indicating a role for this hormone in
modulating gonadal function through MCRs. Specifically,
MC2R (the main signaling receptor for ACTH in the adrenal
gland) mRNA and MC5R mRNA are expressed in the theca
of bovine antral follicles [6]. Because the theca expresses
CYP17A1, a key enzyme in the steroidogenic pathway that
produces the precursors of cortisol [57], it was expected
that cortisol secretion could be stimulated by ACTH, by the
presence of its receptors in theca. In this sense, when we
analyzed steroid hormone secretion in vitro, basal secretion



Fig. 8. Effects of ACTH on the expression of 11bHSD1 and 11bHSD2 analyzed
by Western immunoblot analysis in the follicular wall of cultured preovu-
latory follicles (white bars) and follicular cysts (black bars). Values repre-
sent mean � SEM. Differences in basal and stimulated secretion between
preovulatory follicles and follicular cysts are indicated: *P < 0.05. Differences
relative to basal secretion are also indicated: #P < 0.05 and ##P < 0.01.
11bHSD1, 11b-hydroxysteroid dehydrogenase type 1; 11bHSD2, 11b-
hydroxysteroid dehydrogenase type 2.

A.N. Amweg et al. / Domestic Animal Endocrinology 45 (2013) 126–140136

Amweg, Ayelen Noelia           - 2014 -
of estradiol and testosterone was lower in large antral
follicles than in follicular cysts. In contrast, basal proges-
terone secretion was higher in preovulatory than in follic-
ular cysts. However, ACTH stimulation has an effect on
estradiol secretion by follicular cysts wall and also a stim-
ulatory effect on testosterone and cortisol in the follicular
wall of both preovulatory follicles and follicular cysts. These
results are in agreement with our previous results in the
bovine ovary [6].

Administration of ACTH to gilts during the luteal phase
increases both serum and follicular cortisol concentrations
[58] without disrupting gonadotropin secretion [59].
Acosta et al [21] reported a temporal increase in follicular
cortisol concentration around the preovulatory LH surge
in cattle. However, although concentrations of active
glucocorticoids were decreased during ovarian follicular
development and maturation, glucocorticoids were in-
creased during the ovulatory process triggered by an LH
surge, suggesting a functional role for ACTH in the stimu-
lation of ovarian cortisol secretion. In addition, the fact that
the follicular wall of antral follicles had higher expression
of MCRs could be related to the stimulatory effect of ACTH
on estradiol and cortisol secretion. The expression of MC2R
could also be associatedwith the stimulatory effect of ACTH
on testosterone secretion in large antral follicles, perhaps
associated with a decrease in P450 aromatase activity. If we
take into account the differentiation of follicular walls, the
increased ACTH secretion previously reported during stress
in cattle could be responsible for the increase in testos-
terone that characterizes follicular cysts during COD in
cattle [60].

In this study, we documented the immunolocalization
of enzymes that catalyzed activation or inactivation of
cortisol in the bovine ovary. In this sense, immunohisto-
chemistry is currently the only technique that allows an
integrative analysis of the cellular localization of proteins in
nearby tissue compartments when it is not possible to
separate cell populations to perform other more sensitive
and specific techniques. We demonstrated that all follicular
stages in the bovine ovary express 11bHSD1 and 11bHSD2
in a developmentally related way. In healthy ovaries, im-
munostaining of 11bHSD1 in granulosa increased as folli-
cles matured and remained constant in theca cell layers. In
addition, atretic follicles reached the highest expression of
11bHSD1 in granulosa. However, 11bHSD2 protein expres-
sion increased from secondary follicles onward in the
granulosa and from tertiary follicles onward in the theca.
Spontaneous and induced COD showed similar immu-
noexpression patterns with differences only in the levels of
11bHSD1 in granulosa in relation to controls. Granulosa of
follicular cysts evidenced higher levels of 11bHSD1 in
relation to tertiary follicles of controls, and the expression
in atretic follicles of COD ovaries was lower than that in
healthy ovaries. The pattern of expression evidenced by
immunohistochemistry is partially related to that previ-
ously described by other investigators.

With the use of real-time PCR, Tetsuka et al [33] showed
that gene expression of 11bHSD1 mRNA in healthy follicles
increased as follicles matured, both in granulosa and theca.
In addition, the expression of 11bHSD2 mRNA was low and
unchanged during follicular maturation, whereas in atretic
follicles a drastic increase in the expression of 11bHSD2was
observed by these investigators. [33] In another study,
using PCR and Western blot analysis, Thurston et al [34]
documented changes in 11bHSD protein expression and
cofactor-dependent enzyme activities across the bovine
ovarian cycle in granulosa. Trends in 11bHSD activities that
depend on nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
and the oxidized form of nicotinamide adenine dinucleo-
tide paralleled changes in the expression of the 11bHSD1
and 11bHSD2 proteins, which in turn reflected the
expression of mRNA encoding these enzyme proteins.
These investigators suggested that the balance of 11bHSD
enzyme activities may be set, to a large extent, at the level
of enzyme translation, if not at the level of enzyme tran-
scription. This could explain the differences observed



Fig. 9. Effects of ACTH on the secretion of estradiol, progesterone, testos-
terone, and cortisol by the follicular wall of large antral follicles (white bar)
and follicular cysts (black bar). Bars represent the mean � SEM. Differences
in basal and stimulated secretion between preovulatory follicles and follic-
ular cysts are indicated: *P < 0.05 and **P < 0.01. Differences relative to basal
secretion are also indicated: #P < 0.05 (n ¼ 6 replicates).
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between gene expression analyzed by PCR and protein
localization studied by immunohistochemistry. In this
study, we described changes in 11bHSD expression and
cortisol release in the follicular wall of large antral follicles
and follicular cysts after the stimulation by ACTH. Follicular
cysts showed a higher expression of both enzymes at basal
conditions, whereas ACTH induced an increase in 11bHSD1
in both follicular categories and a decrease in 11bHSD2 in
follicular cysts. This response is similar to that induced by
the preovulatory gonadotropin surge that induces the
expression of 11bHSD1 and decreases the expression of
11bHSD2 in follicles [61,62]. This results in a rapid increase
in follicular cortisol just before follicular rupture [63]. The
physiological importance of this event is not clear but may
either enhance oocyte maturation [64,65] or prevent excess
inflammation caused by ovulation [21,27]. Although this
mechanism may temporarily increase the local concentra-
tion of glucocorticoids, forming an integral part of the
regulatory mechanism in ovarian physiology, this could be
part of a process leading to the formation of follicular cysts.

It has been established that glucocorticoids modulate
ovarian function in cattle. Taking into account that the
circulating concentration of cortisol is largely unchanged
throughout the bovine estrous cycle [66–68], this enzymatic
system may play an important role in regulating ovarian
glucocorticoid action. However, the regulatory mechanisms
have not been fully elucidated. In humans, the relative
expression of 11bHSD1 and 11bHSD2 has been shown to
determine the concentration of cortisol in follicles [62]. In
addition, the levels of enzyme cofactors also influence the
activities of 11bHSDs, and it has been found that follicular
fluid of large antral follicles and cysts contain ovarian
modulators of 11bHSD activity that depended on nicotin-
amide adenine dinucleotide phosphate. Moreover, because
of a decreased content of 11bHSD stimuli accompanied by
increased content of 11bHSD inhibitors, the follicular fluid
of cysts exerts a net inhibitory effect on 11bHSD2 activity
[35], with a decreased inactivation of cortisol in follicular
cysts [69]. By contrast, because progesterone is a strong
intrafollicular inhibitor of 11bHSD1 activity [70–75], ovu-
lation failure and consequent lack of luteinization and low
progesterone concentration, characteristic of COD, could
exacerbate 11bHSD1 activity and cortisol production.

As has been previously determined by many investiga-
tors cysts undergo 1 of 3 fates: cysts may remain dominant
for a prolonged period without other follicular growth,
cysts may lose dominance and be replaced by a cyst from
a new follicular wave (cyst turnover), or cysts may lose
dominance and a new dominant follicle may develop and
ovulate [76,77]. Delay of follicle regression after ovulation is
a possible cause of cysts because a preovulatory follicle that
cannot be ovulated will not grow further if it regresses
immediately; therefore, no follicular cysts will be formed.
In terms of the implications of these findings in the intra-
ovarian COD pathogenesis, this study has shown that COD
ovaries are exposed to higher concentration of cortisol and
have the ability to further increase these concentrations in
response to specific stimuli. Previous works have shown
alterations in the apoptosis rate in follicles from cows with
spontaneous and induced follicular cysts, and these find-
ings support the notion that follicular persistence is an
important component of COD pathogenesis [20,78]. In
addition, in bovine and rat follicular cysts, we have previ-
ously described changes in cell differentiation, mostly
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related to overexpression of cytoskeletal components
[43,49]. In this context, the ability of glucocorticoids to
inhibit granulosa apoptosis [79] may also be important in
limiting atresia in persistent antral follicles (and may
even prevent apoptotic degeneration of follicular cysts)
[69,80,81]. In addition, glucocorticoids have been shown to
stimulate granulosa differentiation [18] and so may
participate in the differentiation of granulosa described in
follicular cysts.

Stress-associated stimulation of the hypothalamic–
pituitary–adrenal/ovary axis has been reported to disrupt
reproductive function and has been associated with bovine
COD pathogenesis [1]. Poor follicle development, reduced
ovulation rates, and follicular cyst formation have been
reported in associationwith ACTH treatment and increased
concentrations of glucocorticoids [2–5]. Recently, we have
confirmed the expression of ACTH receptors in bovine
ovaries [6], and the fact that ACTH is able to induce steroid
secretion and changes in 11bHSD expression from the
ovary strongly indicates that ACTH could be involved in
regulatory mechanisms related to ovarian function associ-
ated with ovulation, steroidogenesis, and COD pathogen-
esis. In conclusion, these findings indicate that ovarian
follicles may be exposed to high local concentrations of
active glucocorticoids and may indicate a local role for
cortisol in COD pathogenesis and in regulatorymechanisms
of ovarian function.
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