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Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-f2 de los diferentes tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD espontdnea (ESP).

Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para TGF-f33

en animales de los grupos control, COD inducida y COD espontanea.

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-f3 en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 en células de la teca

interna de varios tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 de wvarios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios y A: Atrésicos) del

grupo control (C).
Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 de varios tipos

foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD inducida (IND).
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Figura 47

Figura 48

Figura 49

Figura 50

Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Figura 55

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 de wvarios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD espontdnea (ESP).

Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para Activina

en animales de los grupos control, COD inducida y COD esponténea.

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Activina en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la teca
interna de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Activina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios y A: Atrésicos) del

grupo control (C).

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Activina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD inducida (IND).

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Activina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD espontdnea (ESP).

Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para Inhibina

en animales de los grupos control, COD inducida y COD espontanea.

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Inhibina en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.
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Figura 56

Figura 57

Figura 58

Figura 59

Figura 60

Figura 61

Figura 62

Figura 63

Concentracion de Inhibina B: A en suero y B: en liquido folicular de

animales control (proestro) y con COD espontdnea.

Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para
Foliculostatina en animales de los grupos control, COD inducida y COD

espontanea.

Porcentaje de drea inmunomarcada para foliculostatina en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de la
teca interna de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios y A: Atrésicos) del

grupo Control (C).

Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD inducida (IND).

Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios, A: Atrésicos y Q:

Quisticos) del grupo con COD espontdnea (ESP).

Porcentaje de expresion detectada por western blot en pared completa
para cada una de las isoformas de Foliculostatina en diferentes foliculos
terciarios (FP: Foliculo Pequefio, FM: Foliculo Mediano, FG: Foliculo
Grande) y quistes (Q: Quistes).
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Figura 64

Figura 65

Figura 66

Figura 67

Figura 68

Figura 69

Figura 70

Figura 71

Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para el TGF-

BRI en animales de los grupos control, COD inducida y COD espontanea.

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para TGF-BRI en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRI en células de la teca
interna de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-BRI de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo control

©).

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para TGF-BRI de wvarios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo

Inducido (Ind).

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para TGF-BRI de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo

Espontaneo (ESP).

Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para el TGF-
BRI en animales de los grupos control, COD inducida y COD

espontanea.

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRIII en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.
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Figura 72

Figura 73

Figura 74

Figura 75

Figura 76

Figura 77

Figura 78

Figura 79

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRIII en células de la teca
interna de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRIII de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo control

©).

Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRIII de diferentes
categorfas foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del

grupo COD inducida (IND).

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para TGF-BRIII de wvarios tipos
foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo con

COD Espontédnea (ESP).

Diferentes estructuras foliculares ovdricas inmunomarcadas para el
ACTRIIB en animales de los grupos control, COD inducida y COD

espontanea.

Porcentaje de drea inmunomarcada para ACTRIIB en células de la
granulosa de los diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.

Porcentaje de area inmunomarcada para ACTRIIB en células de la teca
interna de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos

analizados.
Porcentaje de drea inmunomarcada para ACTRIIB de varios tipos

foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del grupo control

©).
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Figura 80

Figura 81

Figura 82

Figura 83

Figura 84

Figura 85

Porcentaje de drea inmunomarcada para ACTRIIB de diferentes
categorfas foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciarios) del

grupo Inducido (IND).

Porcentaje de drea inmunomarcada para ACTRIIB de diferentes
categorias foliculares (P: Primarios, S: Secundarios, T: Terciario ) del

grupo Espontdneo (ESP).

Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Activina en
animales de los grupos control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15

dias.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la
granulosa de diferentes categorias foliculares y pertenecientes a diferentes
grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de
Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios
de 15 dias de Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de
10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). B: Evolucién de la

inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la teca
interna de diferentes tipos foliculares y pertenecientes a distintos grupos
(TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10:
Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de
Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15:
Persistentes de 15 dias) B: Evolucién de la inmunomarcacién a lo largo

de la persistencia.

Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Inhibina en
animales de los grupos control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15

dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T: Teca interna.
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Figura 86

Figura 87

Figura 88

Figura 89

Figura 90

Porcentaje de 4rea inmunomarcada para Inhibina en células de la
granulosa de varios tipos foliculares y pertenecientes a diferentes grupos
(T: foliculos terciarios; P: foliculos persistentes; C: Control; 5: 5 dias de
persistencia, 10: 10 dias de persistencia, 15: 15 dias de persistencia). B:

Evolucién de la inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.

Representacion de la concentracion de Inhibina B. A: en liquido folicular
y B: en suero proveniente de foliculos controles y con persistencia

inducida a los 5, 10 y 15 dias.

Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Foliculostatina
en animales de los grupos control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15

dias.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de
la granulosa de los tipos foliculares pertenecientes a distintos grupos (TC:
Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10:
Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de
Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15:
Persistentes de 15 dias). El numeral (#) indica diferencias significativas
(p<0,05) entre las estructuras sefialadas segtin corresponda. B: Evolucion

de la inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de
la teca interna de los tipos foliculares pertenecientes a diferentes grupos y
a diferentes estructuras foliculares (TC: Terciarios Controles; T5:
Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de
Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5: Persistentes
de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). El
numeral (#) indica diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras
sefaladas. B: Evolucién de la inmunomarcaciéon a lo largo de la

persistencia.
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Figura 91

Figura 92

Figura 93

Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para TGF-BI en
animales de los grupos control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15

dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T: teca interna.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-f1 en células de la
granulosa de los tipos foliculares pertenecientes a diferentes estructuras y
a los distintos grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias
de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15:
Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10:
Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). El asterisco (*)
indica diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas.

B: Evolucién inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.

A: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-1 en células de la teca
interna de los tipos foliculares pertenecientes a diferentes grupos (TC:
Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10:
Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de
Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15:
Persistentes de 15 dias). B: Evolucion de la inmunomarcacién a lo largo
de la persistencia. El asterisco (*) y el numeral (#) indican diferencias

significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas.
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RESUMEN



La producciéon de ovocitos y la secrecion hormonal en los ovarios, determinan la
eficiencia reproductiva y en consecuencia, productiva de bovinos de leche y carne. La
progresion a través del desarrollo folicular requiere de una comunicacién entre el
ovocito, las células de la granulosa y las células de la teca; y en dicho intercambio de
informacion participan integrantes de la superfamilia del TGF-B (factor de de
crecimiento transformante-f3). El presente estudio fue disefiado para determinar la
localizacion celular especifica y expresion de los integrantes del sistema
activina/inhibina/foliculostatina, de las isoformas del TGF-B y los receptores que
podrian participar en la enfermedad quistica ovdrica en bovinos y en la persistencia
folicular asociada. El desarrollo de los modelos experimentales resulté apropiado para
el estudio de los estadios iniciales de la enfermedad asi como el desarrollo de la
persistencia encontrdndose algunas diferencias entre los modelos y los casos
espontdneos, las cuales podrian explicarse principalmente por el tiempo de persistencia.
Se demostrd que existe un posible efecto de activina, foliculostatina e inhibina como
moduladores de la produccién de hormonas esteroides, balance proliferacion/apoptosis
y diferenciacion celular descriptas previamente en ovarios quisticos. Conociendo la
fuerte justificacion econdmica para desarrollar medidas preventivas y tratamientos para
las alteraciones foliculares, los resultados obtenidos en esta tesis aumentan el
conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad quistica ovdrica y los mecanismos
involucrados en la persistencia folicular proveyendo una invaluable herramienta para

estudios adiciones asi como para la evaluacion de medidas preventivas y terapéuticas.
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ABSTRACT



The production of oocytes and ovarian hormone secretion, determine the reproductive
efficiency and consequently productive efficiency in dairy and beef cattle. Progression
through the follicular development requires a communication between the oocyte,
granulosa cells and theca cells. In the exchange of information between these cells are
involved members of the TGF-f superfamily (transforming growth factor-f). The
present study was designed to determine the specific cellular localization and
expression of the members of the activin/inhibin/folistatin system and isoforms of TGF-
B and receptors who could participate in ovarian cystic disease in cattle and in the
follicular persistence associated. The development of the experimental models was
appropriate for the study of the early stages of the disease and the development of
persistence found some differences between models and spontaneous cases, which
could be explained mainly by the persistence time. We showed that there is a potential
effect of activin, inhibin and folistatin as modulators of steroid hormone production,
balance proliferation/apoptosis and cell differentiation previously described in cystic
ovaries. Knowing the strong economic justification for developing preventive measures
and treatments for follicular disorders, the results obtained in this thesis increase the
knowledge of the pathogenesis of cystic ovarian disease and the mechanisms involved
in the follicular persistence providing an invaluable tool for additional studies and for

the evaluation of preventive and therapeutic actions.
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1. Imtroduccion

1.1. HISTOFISIOLOGIA OVARICA

El ovario es una combinacién de glandula exocrina y endocrina, es decir, produce tanto
ovocitos (secrecidén exocrina) como hormonas ovdricas, principalmente estrégenos y
progesterona (secrecion endocrina) (Dellmann y Priedkalns, 1993). La estructura del
ovario normal varia enormemente con la especie, la edad y la fase del ciclo sexual
(Hafez y Hafez, 2004). En el bovino, esta gldndula estd constituida por una médula
interna y una corteza externa. La médula (zona vascular) es el 4rea interior en la que
estdn contenidos los nervios, un gran nimero de vasos sanguineos grandes y arrollados
y los vasos linfaticos (Dellmann y Eurell, 1998). La corteza o estroma cortical (zona
avascular) se compone de tejido conectivo denso donde se localizan los foliculos en
distintos estadios de desarrollo, cuerpos hemorrédgicos, cuerpos liteos y cuerpos blancos

(Frandson y Spurgeon, 1995).

El foliculo es una unidad fisioldgica equilibrada cuyo funcionamiento y estructura
dependen de factores extracelulares como las gonadotrofinas, las que llevan a una
sucesion de transformaciones subcelulares y moleculares de diversos componentes del

foliculo: el ovocito, las células de la granulosa y de la teca (Hafez y Hafez, 2004).

1.1.1. Clasificacion y desarrollo folicular

Los foliculos primordiales se componen de un tnico ovocito primario rodeado por una
capa simple circundante de células epiteliales aplanadas, estas se denominan células
foliculares. Estos foliculos surgen prenatalmente, como consecuencia de la proliferacion
mitética de las masas celulares epiteliales internas de la corteza ovérica (Dellmann y
Priedkalns, 1993). Los mismos, constituyen el reservorio de foliculos “en reposo”,
también conocido como “reserva folicular”, los cuales se agotan progresivamente a lo
largo de la vida fértil de la hembra (Priedkalns, 1993; Nilsson y Skinner, 2001). Cuando
algunos de estos foliculos primordiales inician su maduracidn, sus células foliculares se
transforman de un epitelio plano simple a uno ctbico, dando lugar a los denominados

foliculos primarios (Priedkalns, 1993).
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1. Introduccion

La transformacion del foliculo primario a foliculo secundario implica diversos cambios
en las células foliculares que rodean al ovocito, entre los que se destacan la intensa
division mitdtica y la consiguiente estratificacion paulatina del epitelio que
originalmente era simple. En este momento las células pasan a denominarse granulosas.
Los foliculos preantrales se caracterizan por el desarrollo de la zona peldcida (ZP), una
capa glicoproteica de 3 a 5 mm de espesor, que se sitda alrededor de la membrana
plasmatica del ovocito. Hacia el final de la fase de foliculo preantral, comienza a
formarse alrededor de la capa de células de la granulosa, una capa multilaminar
vascularizada de células alargadas (en forma de huso), denominadas células de la teca.
Conforme crecen y proliferan las células granulosas y tecales, el foliculo va
aumentando notablemente su tamafo y empiezan a aparecer cimulos de liquido entre
las células de la granulosa, que van confluyendo a la vez que aumentan de tamaio, y
dan lugar a una cavidad central llena de liquido (folicular) denominada antro. Estas
transformaciones dan lugar a los foliculos terciarios (multilaminares, antrales y en
crecimiento) o también llamados foliculos de De Graaf, en los que el ovocito ocupa una
posicion excéntrica rodeado de dos o tres capas de células granulosas, que componen el
denominado cimulo ovigero (Dellmann y Eurell, 1998). En la figura 1 se demuestran

las principales categorias de foliculos (Adaptacion de Roos y col. 2004).

Foliculo secundario Foliculos terciarios
Foliculo Foliculo

primordial primario Foliculo Foliculo Foliculo de
antral De Graaf

Figura 1: Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento con sus componentes. (Adaptado

de Ross y col., 2004).
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1. Imtroduccion

El estrato granuloso en los foliculos antrales estd rodeado por la teca, que se diferencia
en dos capas: una interior, glandular y vascularizada, llamada teca interna, y otra
exterior, formada por tejido conectivo y, en algunos casos, células musculares lisas,
denominada teca externa. La membrana basal que limita la capa de células de la
granulosa y las separa de la teca interna se encuentra muy desarrollada en este estadio.
En los grandes foliculos terciarios, las células de la granulosa que rodean intimamente al
ovocito se vuelven cilindricas y se disponen radialmente formando la corona radiada
que nutre al ovocito. Estas células permanecen junto al ovocito incluso después de la

ovulacién en la mayoria de las especies. (Dellmann y Eurell, 1998).

1.1.2. Regulacion del crecimiento folicular

La reproduccion en las hembras constituye un proceso ciclico estrictamente regulado
por la interaccion del hipotdlamo, la hipodfisis y los ovarios. Con respecto al control
neuroendocrino, el sistema nervioso y el sistema enddcrino, funcionan para iniciar,
coordinar o regular las funciones del sistema reproductor. El hipotilamo une los dos
sistemas a partir del sistema porta hipotaldmico-hipofisario para coordinar las funciones
de las gonadas. El sistema nervioso desempeiia una funcion esencial en la regulacién de
la actividad de las génadas por medio de mecanismos de retroalimentacién endocrina,
vias neurales y control inmunoendocrino (Hafez y Hafez., 2004). La hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) de origen hipotaldmico, proporciona un enlace
entre los sistemas neural y endocrino. Los cambios en las tasas de sintesis y liberacion
de GnRH, asi como la velocidad de degradacién de la misma, son factores que
modifican la biosintesis y liberacion de hormonas gonadotréficas desde la hipodfisis
anterior. La GnRH es sintetizada en nucleos de la zona predptica del hipotdlamo y luego
transportada a través de sus axones terminales a la eminencia media hipotaldmica, para
ingresar a la circulacion portal y ser liberada en la adenohip6fisis. La GnRH se une a los
receptores presentes en las células gonadotrofas hipofisarias regulando, de esta manera,
la secrecion de Hormona Luteinizante (LH) y de Hormona Foliculoestimulante (FSH).
En respuesta a sefales neurales, se libera GnRH de manera pulséatil hacia el sistema
portal hipofisario para la liberacion “en pulsos” de LH y FSH desde la hipdfisis

anterior.
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1. Introduccion

En definitiva, debe existir un complejo sistema regulatorio para determinar qué
foliculos son seleccionados. A pesar de encontrarse bien establecido que la funcion
ovdrica es regulada principalmente por las gonadotrofinas pituitarias: FSH, LH y sus
receptores: Recetor de Homona Foliculoestimulante (FSHR) y Receptor de Hormona
Luteinizante (LHR), es evidente que factores producidos localmente como hormonas
esteroides, factores de crecimiento y moléculas asociadas ejercen roles moduladores
esenciales en el desarrollo folicular y en la ovulacién (Fortune y col. 1988). Las
hormonas ovdricas ejercen un efecto estimulador (retroalimentacidén positiva) e
inhibidor  (retroalimentacién negativa) sobre el eje hipotdlamo-hipofisario,
determinando dos tipos de secreciones de gonadotrofinas: tonica, manteniendo niveles
basales; y ciclica, produciendo un aumento rotundo de los niveles, en un momento
determinado del ciclo reproductivo. Ademds, algunos péptidos gonadales estimulan
(especialmente activinas) o inhiben (inhibinas, foliculostatina) la secreciéon de FSH a
nivel hipofisario (Hillier, 2001; Knight y Glister 2001). Este sistema de regulacion es
denominado eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal y se muestra de manera esquematica en
la figura 2.

Hipotalamo
A
GnRH =

A.‘ ' ]

& ;
Hipofisis / A
anterior / \

—' 4 Estradiol

—% Progesterona
o > yZ

£ Estradiol
FSH | Progesterona
[iH] | |
Ovulacion Cuerpo amarillo
—~

Folig‘tatina Ll O /< l \)'\

Inhibina > \ 1
e @DIJ‘> j > 2 \ @ J
\ \\(,l_)/

Desarrollo folicular | | Estradiol
Progesterona
Relaxina__|

»- Tejido femenino

Figura 2: Esquema que ilustra las interacciones hormonales entre el eje hipotdlamo hipofisario y el
ovario. (Gartner y Hiatt, 1997).
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El crecimiento y la maduracién folicular, la ovulacién y luteinizacién, son procesos
integrados que abarcan sefales extraovdricas, tales como concentraciones suficientes y
proporcionadas de hormonas metabdlicas y gonadotroficas, asi como factores
intraovdricos. Existen evidencias de que la foliculogénesis es independiente de la FSH
hasta la etapa en que se forma el antro folicular, ya que la fase inicial de la misma es
regulada por otros factores locales. Entre ellos se pueden destacar al factor de
crecimiento y diferenciacion 9 (GDF-9), proteinas morfogénicas Oseas (BMPs),
activinas, inhibinas, factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento
epidermal (EGF) y el receptor del factor andlogo a insulina tipo 1 (IGFR1). (Hafez y
Hafez, 2004; Armstrong y col., 2002; Diskin y col., 2003; Webb y Campbell, 2007). En
este sentido, si bien la presencia de FSH no es un requerimiento esencial, los foliculos
antrales estdn bajo el control de esta gonadotrofina dado que, sin el aumento transitorio
de la misma, no hay emergencia de la onda folicular (Adams, 1999; Eppig, 2001; Webb
y Campbell, 2007).

Las concentraciones ténicas de FSH y de LH son controladas por retroalimentacion
endocrina negativa desde las génadas. La frecuencia y amplitud de los pulsos de LH
estdn influenciadas por las concentraciones circulantes de progesterona y 17 B-estradiol.
El principal efecto del 17 B-estradiol es inhibir la liberacion de FSH hipofisaria,
conjuntamente con otros factores como factores de crecimiento andlogos a insulina
(IGFs), inhibina y foliculostatina, que sinergizan el efecto del 17 B-estradiol (Wiltbank
y col., 2002; Ortega y col., 2008; Adams y col., 2008; Rey y col., 2010; Rodriguez y
col., 2011). La FSH, como se mencioné anteriormente, ejerce una funcién importante en
el inicio de la formacién de la cavidad antral. Esta gonadotrofina, estimula la mitosis de
las células de la granulosa, la formacién del liquido folicular y la actividad
esteroidogénica del foliculo maduro. Estos eventos responden a cambios en los patrones
de expresion de los receptores de gonadotrofinas asi como de enzimas esteroidogénicas
(citocromo P450 aromatasa, 3 - hidroxiesteroide deshidrogenasa) que ocurren en este
estadio del desarrollo folicular y en cada uno de los estratos celulares que integran los
foliculos (Bao y Garverick, 1998; Webb y col., 1999; Zurvarra y col., 2009; Pretheeban
y col., 2010; Alfaro y col., 2012). Por otro lado, las concentraciones séricas basales de
LH, interaccionan con los receptores gonadotréficos presentes en las células de la teca
interna de los foliculos antrales y estimulan la produccién de andrégenos y pequefias
cantidades de estrégenos (principalmente 17 B—estradiol). Estos andrégenos son
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secretados a los capilares o bien atraviesan la ldmina basal para alcanzar la capa de
células de la granulosa donde se produce su aromatizaciéon por accién de las enzimas
esteroidogénicas. Al mismo tiempo, conforme avanza el desarrollo del foliculo
dominante, los niveles basales de LH actian conjuntamente con la FSH en la
estimulacién de la secrecion de estrogenos, dada la presencia de receptores de LH en las
células de la granulosa de foliculos maduros (Bodensteiner y col., 1996; Robert y col.,
2003). Este aumento en el nimero total de LHR en el foliculo maduro, lo hacen sensible
a las altas concentraciones de LH de la onda preovulatoria, al mismo tiempo que lo
preparan para el proceso de luteinizacién posterior a la ovulacion (Jolly y col., 1994;
Wiltbank y col., 2002; Mihm y Austin, 2002). El aumento en la concentracion de
estrégenos circulantes debido a la marcada actividad esteroidogénica del foliculo
dominante, tiene un efecto de retroalimentacién positiva en el centro ciclico del
hipotdlamo. Esto induce una onda repentina de liberacion de GnRH, la cual se
acompafa por la onda preovulatoria de LH y FSH. El foliculo ovulatorio maduro
alcanza un tamafo aproximado de 17 mm en la vaca. Luego de la ovulacion, el foliculo
se retrae, dado que la presion del liquido folicular se reduce y mediante un plegamiento
de la pared folicular que es muy notable, se forma lo que se conoce como cuerpo
hemorragico. Las células de la granulosa aumentan de tamafio, se multiplican bajo el
influjo de la LH, y contribuyen a formar la poblacion de células luteinicas grandes del
cuerpo liteo (CL). Las células de la teca interna, también contribuyen a la formacion del
mismo. La LH hace que las células de la granulosa y de la teca se conviertan en células
luteas (por hipertrofia e hiperplasia de las mismas) y produzcan progesterona, hormona
necesaria para mantener la gestacion. En la vaca, el CL estd totalmente desarrollado y
vascularizado a los nueve dias de la ovulacién, pero continda creciendo hasta el
duodécimo dia, en el que alcanza, aproximadamente, un didmetro de 25 mm. La
progesterona producida en altas concentraciones por dicha glandula, es esencial para el
mantenimiento de la prefiez temprana, inhibe la produccién de gonadotrofinas a nivel
hipotdlamo-hipofisario, controlando mediante el sistema de retroalimentacion, los

niveles de LH (Day y Anderson, 1998) (figura 3).
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Figura 3: Progresion folicular a través de las sucesivas etapas de desarrollo y su respuesta a las
gonadotrofinas hipofisarias. (Adaptado de Knight y Glister, 2006).

1.1.3. Ciclo estral en bovinos

El ciclo estral dura de 17 a 25 dias en vacas adultas y es definido como el intervalo entre
el comienzo de un celo y el siguiente. La primera ovulacién en la vida del animal,
ocurre en la pubertad y marca el comienzo de un patrén ritmico de ciclicidad
reproductiva (Senger, 2003). El ciclo es regulado por mecanismos endocrinos y
neuroendocrinos; esto es, por hormonas hipotaldmicas e hipofisarias (gonadotrofinas) y
por la acciéon de hormonas esteroides secretadas por los ovarios. Consiste de la fase
folicular en la que se incluyen proestro y estro, y la fase luteal con metaestro y diestro

(figura 4).
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Figura 4: Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada una de las
etapas de las fases folicular y luteal (Adaptado de Enciclopedia Bovina. Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. UNAM)
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1.1.3.1. Ondas foliculares

En el bovino existen varios miles de foliculos ovéricos, pero s6lo un ovocito es liberado
en cada ciclo estral. El proceso de crecimiento continuo y regresion de foliculos antrales
que conduce al desarrollo del foliculo preovulatorio se conoce como dindmica folicular
y se refiere al crecimiento de dichas estructuras en oleadas o grupos. Observaciones
realizadas mediante ultrasonografia revelaron que el desarrollo de foliculos ovaricos
durante el ciclo estral de la vaca ocurre en un patrén con forma de ondas (figura 5). El
desarrollo y crecimiento de los foliculos ovdricos en rumiantes se caracteriza, seguin
Savio y col. (1993) y Fortune y col. (1988) por el desarrollo de dos o tres ondas
foliculares por ciclo y, segin descubrimientos posteriores de Ginther y col. (1989) y

Jainudeen y Hafez (2000), por una onda como minimo y cuatro como maximo.

Ovulacion
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Foliculos Primordiales (continuacién del reclutamiento inicial) (reduccidn)

Figura 5: Esquema representativo del reclutamiento folicular. (Adaptado de McGee y Hsueh, 2000).

No se conoce con certeza qué factores influyen antes de la pubertad para que un foliculo
primordial deje la reserva y reinicie su crecimiento en un proceso denominado
reclutamiento inicial. Sin embargo, se han sefialado algunos factores de crecimiento,
ciertas neurotropinas y a la hormona inhibidora de los conductos de Miiller (AMH)
como inductores de dicho proceso. La etapa del reclutamiento conocida como
reclutamiento ciclico, donde los foliculos preantrales entran en el grupo de foliculos de
cada onda folicular, comienza casi inmediatamente después del nacimiento como
resultado de los incrementos en la secrecion de FSH de manera transitoria. Estos

aumentos de FSH se registran antes de cada onda folicular ya en el periodo pre-piber

Matiller-9



1. Imtroduccion

(Mihm y Austin, 2002; Espinoza-Villavicencio y col., 2007). Precisamente, el cambio
hormonal mds notable durante el ciclo estral es el pico de FSH que estimula la
emergencia de cada onda folicular. El aumento inicial de FSH se ha asociado con la
existencia de foliculos de 1 a 3 mm de didmetro y el pico de mayor concentracién de
FSH es notable cuando el foliculo mayor del grupo emergente alcanza los 4 mm de
didmetro. Luego, los niveles de dicha gonadotrofina disminuyen hasta concentraciones
basales, pero el foliculo dominante continda creciendo, ya que es sensible a la LH;
mientras que los subordinados, que son FSH dependientes, sufren atresia (Peter, 2004).
Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo arménico y
simultdneo de entre 8 y 40 foliculos antrales pequefios de aproximadamente 3-4 mm de
didmetro funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y
dominancia folicular (Adams y col., 2008). La emergencia, desviaciéon y dominancia
son los sucesos mds relevantes de la onda folicular:

Reclutamiento y emergencia folicular: un grupo de foliculos antrales son seleccionados

para que inicien el proceso de crecimiento, por un notable aumento de las
concentraciones de FSH (Webb y col., 2003). Los niveles de esta hormona comienzan a
disminuir cuando el foliculo de mayor tamafio de la cohorte alcanza un didmetro
superior o igual a 4 mm. Este reclutamiento ocurre durante los primeros 5 dias del ciclo
estral y posteriormente a los 10 y 16 dias en vacas con 3 ondas foliculares (Ginther y
col., 1996). Tanto la primera como la segunda onda van precedidas por el mencionado
aumento de FSH en los niveles séricos. Al aproximarse el estro se registran dos picos de
dicha hormona temporalmente adyacentes. El primero corresponde al pico de GnRH/LH
que induce la ovulacion, y el segundo ocurre poco después de la ovulacion y se asocia
con la emergencia de la siguiente onda folicular (Ginther, 2000).

Desviacién y seleccion folicular: un foliculo es seleccionado a partir del grupo de

foliculos que emergieron y pasa a tener un crecimiento continuo hasta un tamafo
preovulatorio, mientras los demds foliculos de la onda (subordinados) regresan. La
desviacién en bovinos comienza con una reduccién en la tasa de crecimiento de los
foliculos subordinados que contrasta con la tasa de crecimiento constante en el foliculo
dominante (Beg y col., 2002). El inicio de la desviacion se da cuando el didmetro de los
foliculos mayores alcanzan los 8 mm (Peter y col., 2009). No obstante, el mecanismo de
seleccion estd determinado por mecanismos intraovéricos. Como consecuencia, el
foliculo dominante expresa mayor nimero de receptores para LH que los subordinados

en las células de la teca y ademds adquiere receptores de LH en las células de la
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granulosa (que los subordinados no tienen). Por ello, es ampliamente aceptado que la
LH estd involucrada en el proceso de seleccion, ya que los sucesos de desviacion de
tamafio y aumento de LH ocurren simultineamente (Adams y col., 2008). Por otro lado,
la regresion de los foliculos de menor tamafio es atribuida a una inadecuada
concentracion de FSH y carencia de receptores para esta gonadotrofina en las células de
la granulosa. En efecto, el foliculo seleccionado incrementa la secreciéon de 17 B-
estradiol lo que provoca la supresion de las concentraciones de FSH, y la consecuente
atresia de los foliculos subordinados.

Dominancia folicular: el maximo diametro de los foliculos dominantes, tanto de ondas

ovulatorias como anovulatorias es aproximadamente 16 mm en Bos taurus. La
naturaleza de la dominancia representa tanto aspectos fisiologicos (expresion de LHR
en granulosa) como endocrinos del foliculo dominante, que secreta grandes cantidades
de 17 B-estradiol, los que sumados a la inhibina, generan un ambiente inhibitorio para el
desarrollo de los foliculos subordinados (Gigli y col., 2006). Algunos efectos autocrinos
y paracrinos del 17 B-estradiol en células de la granulosa, incluyen un aumento en la
actividad y expresion del ARNm de la enzima P450aromatasa (Gore-Langton vy
Armstrong, 1994), promocién de una mayor expresion de FSHR y LHR, por ende, un
incremento de la sensibilidad a las gonadotrofinas (Richards y col., 1979) y una mayor
sintesis de IGFs (Hsu y Hammond, 1987). La participaciéon del sistema IGF en el
desarrollo folicular y en la seleccion del foliculo dominante es relevante (Donadeu y
Ginther, 2002). En bovinos, incrementa la produccion de progesterona y 17 B-estradiol,
aumenta la sensibilidad de las células de la granulosa al estimulo de la FSH, al mismo
tiempo que estimula la proliferacion y diferenciacion de células de la granulosa y de la
teca (Monget y Monniaux, 1995).

Cada onda folicular involucra el reclutamiento de una cohorte de foliculos y la seleccion
de un foliculo dominante que continta creciendo y madura en la etapa preovulatoria,

mientras que foliculos subordinados en la onda sufren atresia.

1.1.3.2. Atresia folicular

Un buen equilibrio entre la supervivencia y los factores apoptéticos puede determinar si
un foliculo continuard desarrolldndose o sufrird atresia (Robkers y Richards, 1998;

Hsueh y col. 1994; Amsterdam y col. 2003). Como consecuencia de que Unicamente un
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pequeiio porcentaje de los ovocitos potenciales son liberados por el ovario en cada
ovulacion, la mayoria de los foliculos experimentan regresion en algin momento de su
desarrollo. Esta regresion recibe el nombre de atresia folicular, y puede ocurrir en
cualquiera de las etapas del crecimiento del foliculo (Hsueh y col., 1994; Quirk y col.,
2004). Se caracteriza por cambios degenerativos no inflamatorios que llevan a la
pérdida del ovocito y células de la granulosa. Si bien la atresia es un evento que culmina
en la muerte de las células involucradas, también se trata de un proceso celular activo
donde ocurren la reabsorciéon de los foliculos como producto de la infiltracion de
macrofagos y la fagocitosis; la migracion de fibroblastos tecales y la produccién de
coldgeno (Martin, 1997; Schultz y Wysocki, 2009; Rodgers e Irving-Rodgers, 2010).

La progresiéon de la apoptosis en las células foliculares depende de la regulacién
cooperativa de diferentes factores autocrinos y paracrinos, y es probable que ninguno de
esos factores sea requerido en el control del crecimiento del foliculo y la muerte. La
regulacién de la sefializacion apoptética es generalmente alcanzada por el sistema FAS

y la familia Bcl-2 (Hsu y Hsueh, 2000; Hussein, 2005; Slot y col. 2006)

1.1.4. Conclusion de conceptos introductorios: Histofisiologia ovarica

Los foliculos son las unidades funcionales del ovario y cada uno se compone por un
ovocito rodeado por una o mds capas de células somdticas. Para que su potencial
esteroidogénico y ovulatorio se realice los foliculos deben progresar a través de series
eficientemente coordinadas de desarrollo (Eppig, 2001). La foliculogénesis es un
proceso en el que el estrecho equilibrio en la secrecién hormonal a nivel del eje
hipotalamo-hipoéfisis-gonadal permite el desarrollo normal del ciclo reproductivo en las
hembras.

Los factores de crecimiento producidos localmente, tales como los sistemas de IGF y
TGF-B (inhibinas, activinas y BMPs), trabajan en conjunto con las gonadotrofinas a lo
largo del continuo crecimiento folicular. Las estrechas interacciones entre sefiales
extraovdricas y factores intrafoliculares son las que determinan si el foliculo continta su
desarrollo o diverge hacia las vias de la atresia, como ocurre en la mayoria de las
especies monovulatorias (Webb y col., 2007).

Una serie de factores ambientales, como la nutricién y el estrés, pueden influir en el
desarrollo folicular y la calidad de los ovocitos, y por consiguiente en la fertilidad

(Garnsworthy y Webb, 1999; Webb y col., 1999, 2003). Cualquier factor que altere
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este delicado balance podria dar lugar a alteraciones en la fertilidad, conllevando al

anestro, a estros silentes y a quistes ovaricos (Salvetti y col., 2007).
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1.2. SUPERFAMILIA DEL TGF-B

1.2.1. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos y proteinas semejantes a las hormonas, que
actian predominantemente en forma paracrina y autocrina, y participan en la promocion
de la actividad mitogénica necesaria para la proliferacion y remodelacion del tejido
local. Su mecanismo de accidén consiste en provocar respuestas celulares mediante la
unién a receptores especificos en la superficie celular en su tejido blanco (Hafez y
Hafez, 2004). Existen diversas familias de factores de crecimiento con estructuras
bioquimicas similares. En cuanto a sus funciones, los factores de crecimiento regulan
diversas proteinas en el ciclo celular, y pueden tener un efecto directo o indirecto sobre
la proliferacion celular, aunque muchos estimulan la proliferacion celular, unos pocos
tienen funciones inhibidoras, tales como el TGF-B (Lloyd, 1997). Ademds, son
conocidos por desempefiar un papel esencial en la iniciaciéon de la mitosis y son
requeridos para una variedad de procesos celulares (Hajimiri y col., 2014).

Los andlisis moleculares de los factores de crecimiento, incluyendo la clonacion y
secuenciacion de los receptores especificos, han contribuido en gran medida a la
comprension de la funcién que estos factores juegan en la homeostasis celular y el

desarrollo neoplasico (Lloyd, 1997).

1.2.2. Roles organicos de la superfamilia del TGF-p

La superfamilia del TGF-B es un grupo muy grande de proteinas multifuncionales que
afectan diversos procesos celulares que van desde la regulacién de la diferenciacion,
proliferacién y migracién celular, hasta procesos fisiologicos complejos como la
inflamacion y la cicatrizacion de tejidos, incluyendo también a la formacién del hueso,
entre otros. Ademds, alteraciones en sus sefiales pueden contribuir a la patogénesis de
enfermedades tan diversas como las autoinmunes, la fibrosis y el cancer (Sosa Garrocho
y Macias Silva, 2004).

Varios miembros de esta superfamilia ejercen una destacada funcién en el desarrollo del
sistema nervioso e incluso algunos estin regulados por actividad neuronal. Por ejemplo,

la expresion de TGF-B durante el desarrollo de la neocorteza cerebral en mamiferos es
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requerida para la diferenciacion de los axones y definicion de la polaridad de las
neuronas in vivo e in vitro (Yi y col., 2010). Ademds de impulsar la sinaptogénesis,
miembros de la superfamilia TGF-B estdn implicados en la promocién de la transmision
excitatoria sindptica (Poon y col., 2013). Por otra parte, diversos miembros de esta
familia son considerados importantes citoquinas con funciones reguladoras duales en el
sistema inmune y en las respuestas frente a las infecciones virales (Karimi-Googheri y
col., 2013).

En animales, existe gran cantidad de evidencia que sugiere un papel importante de
muchos factores de crecimiento en la regulacidon ovdrica tanto en condiciones normales
y en algunos estados patolégicos (Fortune y col., 2004.; Hunter y col., 2004). Se ha
determinado claramente que la progresion a través de los sucesivos estadios de
desarrollo folicular requiere de una comunicacion bidireccional entre el ovocito y las
células de la granulosa asi como también entre estas dltimas y las células de la teca
(Eppig, 2001); y que en dicho intercambio de informacion participa la superfamilia del

TGF-B (Pfeffer y col., 2007; Webb y col., 2007).

1.2.3. Integrantes de la Superfamilia del TGF-B: ligandos, receptores y

correceptores

La superfamilia del TGF-3 es un grupo de proteinas estructuralmente conservadas
aunque funcionalmente diversas, compuesta por al menos 35 miembros en los
vertebrados. Estas proteinas estdn ampliamente distribuidas y funcionan como ligandos
extracelulares relacionados con numerosos procesos fisioldgicos tanto en la vida pre-
como posnatal (Massague y Wotton, 2000). A partir de sus caracteristicas estructurales,
los miembros de esta superfamilia han sido clasificados a su vez en otras subfamilias:

e Subfamilia TGF-f: comprende TGF-1, TGF-B2, y TGF-f3.

e Subfamilia BMP: con més de 20 miembros.

e Subfamilia GDF: con al menos 9 miembros.

e Subfamilia GDNF.

e Miembros adicionales como por ejemplo AMH.

e Subfamilia Activina/Inhibina: incluye activinas A, AB, B e inhibinas A y B.
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La mayor parte de los miembros de la superfamilia de TGF-B, exceptuando a la
subfamilia de GDF e inhibina, realizan sus acciones a través de la unién a dos tipos de
receptores de membrana (designados como tipo I y tipo II), formando complejos
hetero-tetraméricos. En los mamiferos existen 7 subtipos de receptores de tipo I, y 5
subtipos de tipo II asociados con la transducciéon de la sefial de los ligandos de la
superfamilia de TGF-B (Glister y col. 2006; Knight y Glister, 2006).

Un grupo adicional de moléculas de superficie celular, que incluye a [B-glicanos
(conocidos como receptores TGF-f tipo III) pueden actuar como proteinas de unién o
correceptores para ciertos ligandos de la superfamila de TGF-f (Lewis y col., 2000).
Existen otras proteinas de secrecion (foliculostatina, nogina, cordina, gremlina) y de
membrana (BAMBI) capaces de modular la sefializacion de los miembros de TGF-$3. La
a2-macroglobulina es una glicoproteina de 720 kDa y constituye la segunda proteina de
unién para las inhibinas y activinas. Mientras algunas de las proteinas de unién antes
mencionadas disminuyen la disponibilidad del ligando impidiendo su interaccién con
los receptores, en otras oportunidades (particularmente cuando la afinidad es menor)
facilitarian la presentaciéon del ligando manteniendo elevadas concentraciones del

mismo en las proximidades de la superficie celular (Sugino y col., 1993).

1.2.3.1. Subfamilia del TGF-: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3

En mamiferos, la familia de los TGF-f esta compuesta por tres isoformas con alto nivel
de homologia, TGF-B1, TGF-B2, y TGF-B3, codificadas por genes diferentes y que son
secretadas por diversos tipos celulares. Asi, los TGF-Bs regulan procesos de
proliferacion, diferenciacion, motilidad y senescencia celular. También juegan un papel
muy importante en diversos procesos biologicos como la embriogénesis, la
cicatrizacién, la respuesta inmune y la apoptosis (Letterio y Roberts, 1998;
Dobaczewski y col., 2011). La desregulacion de sus rutas de sefializacion estd implicada
en diversas enfermedades sistémicas como el céncer, enfermedades autoinmunes y
cardiovasculares (Attisano y Wrana, 2002).

A pesar de su alta homologia, estudios en animales deficientes en cada una de estas
isoformas muestran que alguna de sus funciones no son redundantes (Annes y col.,

2003; Goumans y Mummery, 2000). E1 TGF-1 esta involucrado en hematopoyesis, en
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la diferenciaciéon endotelial y en procesos de inflamacién (Dickson y col., 1995
Kulkarni y col., 1993; Letterio y col., 1996; Shull y col., 1992). Ademas, desempeiia la
funcion mds relevante en el sistema inmunitario, en particular en el control de la
proliferacion, activacion y diferenciacion de las células T (Gil y Galindo Izquierdo,
2014). El TGF-B2 afecta al desarrollo del corazon, pulmoén, extremidades, ojos, oidos y
sistema urogenital (Sanford y col.,, 1997). En cambio, TGF-B3 influencia la
palatogénesis y el desarrollo pulmonar (Kaartinen y col., 1995; Proetzel y col., 1995).
La isoforma que ha servido como modelo preferente para estudiar los mecanismos de
activacion de receptores por ligando y las vias de sefalizacién es TGF-B1. Ratones
mutantes para TGF-B1 evidencian respuestas inflamatorias multiorgdnicas severas,
ademds de tener una letalidad embrionaria del 50%. Por otra parte, mutaciones en las
otras dos isoformas resultan en un 100% de letalidad embrionaria (Dickson y col., 1995,
Sanford y col., 1997, Kaartinen y col., 1995).
La funcionalidad de TGF-B1 y sus receptores es fundamental en el proceso de
cicatrizacion de heridas, reclutando células inflamatorias en el sitio de la injuria,
promueve la expresion de componentes claves en la gradual formacién del tejido de
granulaciéon como la fibronectina, coldgeno tipo I y III y factor de crecimiento de
endotelios vasculares (VEGF). De manera similar a TGF-B1, el TGF-B2 esta
involucrado en el reclutamiento de fibroblastos y de células inmunes desde la
circulacion a los bordes del drea herida. Estos acontecimientos conducen a la formacion
de tejido de granulacién, angiogénesis y a la sintesis y secrecion de coldgeno
(Barrientos y col., 2008). En cuanto a la isoforma TGF-33, esta ha demostrado tener un
efecto antagonico al de la TGF-B1, disminuyendo la formacién de la cicatriz (Hosokawa
y col., 2003; Waddington y col., 2010).
La expresion, localizacién y regulacion de las distintas isoformas de TGF-f en el ovario
es extremadamente variable entre especies. Nilsson y col. (2003) demostraron mediante
inmunohistoquimica y RT-PCR que, en bovinos, TGF-B1 es producido por las células
de la granulosa de foliculos preantrales (primordiales, primarios y secundarios), antrales
tempranos, y foliculos de 1-2 mm de didmetro. Sin embargo, no se encontré expresion
proteica en las células de la granulosa de foliculos de mayor tamafio (3-5 o 5-10 mm) ni
en células de la teca. En cambio, TGF-B2 y TGF-B3 fueron encontrados en células de la
granulosa y teca de todos los estadios foliculares. Con respecto a la expresion de ARNm
para las distintas isoformas, los resultados muestran que el ARNm que codifica para
TGF-B3 alcanza mayores niveles que los ARNm codificantes para TGF-B1 y TGF-p2,
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tanto en granulosa como en teca. También, se observé que la expresion de ARNm para
TGF-B2 y TGF-B3 fue mayor en células de la teca que en granulosa. Para TGF-B1, si
bien la proteina no fue detectable por inmunohistoquimica en foliculos de 3-5 o 5-
10 mm de diametro, el ARNm fue detectado en estos estadios de desarrollo folicular.

En cuanto a las funciones de los TGF-fs sobre los componentes ovdricos, diferentes
reportes que detallan los efectos de este factor de crecimiento sobre células ovaricas
cultivadas in vitro suelen ser contradictorios y parece ser que su expresion es altamente
dependiente de la especies estudiada, la etapa de diferenciacién del foliculo, la presencia
de otros factores de crecimiento y las condiciones precisas del cultivo celular (Knight y

Glister, 2006).

1.2.3.2. Sistema activina, inhibina y foliculostatina

Las inhibinas y activinas son glicoproteinas diméricas cuyas subunidades estdn unidas
por un enlace disulfuro. La subunidad [ estd presente en ambas. Sin embargo, la
molécula de inhibina estd formada, ademds, por una subunidad a. La subunidad a es
unica pero de la subunidad B existen dos formas: BA y BB. Es asi que existen dos
isoformas de inhibina de acuerdo a la subunidad B que posea: la inhibina A (afA) y la
inhibina B (affB). La activina es un dimero compuesto por las mismas subunidades 3
que la inhibina. Existen tres isoformas de acuerdo a la combinacién de las 2
subunidades B: la activina A (BA BA), la activina B (BB BB) y la activina AB (BA B)
(Hafez y Hafez, 2000; Bleach y col., 2001; Ethier y Findlay, 2001). Existe escasa
informacién acerca de la bioactividad y funciones diferenciales de las distintas
isoformas de la activina (A, AB y B) y la mayoria de los estudios han sido realizados
midiendo la actividad y funciones de la activina A.

Por otro lado, la foliculostatina es una glicoproteina monomeérica rica en cisteina que no
estd relacionada estructuralmente con la superfamilia TGF-3, aunque si funcionalmente
debido a su alta afinidad de unién con la activina. Esto le permite modular (neutralizar)
los efectos de ésta dltima. La foliculostatina también se une a la inhibina, pero su
afinidad es mucho menor y no neutraliza sus efectos biolégicos (Knight y Glister,
2001). Se han podido identificar 5 isoformas de foliculostatina las cuales presentan
distinta afinidad de unién a la activina (Glister y col., 2006). La foliculostatina es una de

las mds representativas y caracterizadas de estas proteinas (Welt y col., 2002; Lin y
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col., 2003). Constituye una de las dos proteinas de unién de activinas e inhibinas (junto
con la a2-Macroglobulina), posee elevada afinidad por la activina y neutraliza sus
efectos bioldgicos sobre la hipdfisis. Este tltimo efecto es similar al producido por las
inhibinas (De Paolo y col., 1991; Kumanov y col., 2005). También se ha demostrado su
unién a otros miembros de la superfamilia TGF-B, incluyendo a BMP-2,- 4,- 7 y -15
pero con baja afinidad (10% o menos de la que se ha demostrado para activina) (Otsuka
y col., 2001a; Glister y col., 2004).

Las células de la granulosa son la principal fuente de inhibina en la hembra, donde su
funcién principal es la regulaciéon de la retroalimentacion negativa de la secrecion de
FSH hipofisaria. La activina es producida por una amplia variedad de tejidos extra
gonadales, ademads de células de la granulosa y ovarios, para actuar como moléculas de
sefalizacion locales autocrinas y paracrinas. Inhibina y activina se acumulan en altas
concentraciones en el fluido folicular de los foliculos antrales siendo importantes
productos de secrecion de células de la granulosa que expresan abundantemente los
genes que codifican sus subunidades (Knight y col. 2012).

La presencia de este sistema en las distintas etapas de la evolucién folicular se expresan
de manera muy grifica en la figura 6. En un estudio realizado para determinar la
actividad endocrina de cultivos de foliculos antrales tempranos aislados de ratas
prepuberes tratadas con dietilbestrol, se demostré6 que la FSH y el microambiente
folicular de esteroides modulan diferencialmente la expresion de genes de las
subunidades de la inhibina y la activina, su ensamblaje y su secrecién (Andreone y col.
2009). Activina, inhibina y foliculostatina son sintetizadas por las células de la
granulosa, pero ejercen no sélo un efecto autocrino sobre ellas mismas sino también
paracrino sobre las células de la teca y el ovocito. Estas acciones autocrinas y paracrinas
incluyen la modulacién del crecimiento folicular, respuesta a las gonadotrofinas,
esteroidogénesis, maduracién del ovocito, ovulacién y funcién del CL (Knight y Glister,

2001)
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Figura 6: Diagrama esquemadtico que relaciona los cambios de expresion (en células de la granulosa) de
inhibina, activina y foliculostatina de acuerdo con las diferentes etapas de desarrollo folicular y sus
funciones reguladoras a nivel intraovdrico y periférico. (Adaptado de Knight y Glister, 2001).

1.2.3.3. Receptores

Los receptores a los que se unen los ligandos de la superfamilia TGF-f estdn divididos
en dos grupos: tipo I y tipo II. La distincion entre los dos tipos de receptores estd
basada en la secuencia de conservacion en sus dominios quinasa y la presencia de un
dominio de membrana rico en glicina y serina. Los receptores tipo I han sido
denominados Activin like kinasa (ALKSs) (ten Dijke y col. 1993; ten Dijke 1994) y los
receptores de tipo II de acuerdo con sus interacciones ligando dominantes. En la tabla 1,
estdn representados los diferentes receptores y sus correspondientes ligandos. Los tipo |
son clasificados de acuerdo a las similitudes de secuencia, el grupo ALKS que incluye
al receptor I de TGF-B3, ALKS, el receptor de activina ALK4 y al receptor Nodal ALK?7.
El grupo ALK3 comprende los receptores tipo I para BMP ALK3 y ALK6. Dentro del
grupo ALK1, ALKI1 y ALK?2 interactian con diferentes BMP /GDF y ligandos de la
familia TGF-B/activina. Los receptores tipo II incluyen: los receptores para TGF-f
(TGFB-RII), para activina (ACVRII y ACVRIIB) y para BMPs (BMPRII y BMPRIIB)
y el receptor tipo II para la hormona anti-mulleriana (AMHRII) (Zhao, 2003; Chang y
col., 2001; Knight y Glister, 2003).
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Las isoformas TGF-B3 se unen a los receptores TGF-J tipo II, estos a su vez reclutan a
los receptores TGF-f tipo I resultando en la trans-fosforilacion del receptor de tipo [ 'y la
activacion de sefiales corriente abajo. Un mecanismo similar ocurre con la activina que
se une al receptor tipo I y a su vez recluta al receptor tipo I ALK4 (Attisano y col.,

1996; Willis y col., 1996; Knight y Glister, 2003).

Receptores Ligandos
TipoI
Grupo ALK 1
ALK1 TGF-p, Activina -4
ALK2 TGF-f, Activina—A4,
MiS, BMP6/7
Grupo ALK 3
ALK3 BMP2/4, BMP6/7
ALK6 BMP2/4, BMP6/7,
GDF5/6, GDF9b, MIS
Grupo ALK 5
ALK4 Activina A, GDFI,
Nodal, GDFI1
ALKS TGFf
ALK7 Nodal
Tipo I
TGFR-RI TGFf
BMPRIT Inhibina A con TGFPRIT,
BMP2/4, BMP6/7,
GDF5/6, GDF9b
Act R Activina A, Inhibina A/B, Nodal, GDF1,
BMP2/6/7, GDF 5, GDF 9B, GDF8/11
Act RIIB Activina A, Inhibina A/B, Nodal, BMP2/6/7,
GDF 5, GDF8/11
MISRIT MiS

Tabla 1: Representacion de los grupos que incluyen a los distintos receptores y sus ligandos. (Adaptacion
de Caestecker, 2004).

1.2.3.3.1. Activacion del receptor

La activacidn del receptor por fosforilaciéon del dominio quinasa intracelular, conduce a
la fosforilacion de moléculas de sefial corriente abajo denominadas SMADS, reguladas
por receptor (R-SMADS). Dichas moléculas modulan la expresion génica a través de
interacciones con diversos factores de transcripcion, los coactivadores y correpresores
(Glister y col., 2006; Knight y Glister, 2006).

La sefializaciéon de TGF-B mediada por proteinas SMADS representa una cascada de
seflalizacion muy conservada. En vertebrados se han descrito 9 proteinas SMAD
diferentes (Raftery y col., 1995; Savage y col., 1996; Heldin y col., 1997) que se

clasifican en 3 familias en base a su funcién celular:
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- R-SMADS (receptor-activated SMADS): Smad 1, 2, 3, 5 y 8. Estos SMADS son
sustratos de fosforilacion de los receptores tipo I: smad 2/3 son fosforilados por
receptores de TGF-Bs y Activinas, y smad1/5/8 por receptores de BMPs (Macias-Silva y
col., 1996; Zhang y col., 1996; Chen y col., 1997).

- Co-SMADS (co-mediator SMADS): Smad 4 y 10, que oligomerizan con R-SMADS
activados para formar complejos que se translocardn al nicleo para modular la
transcripcion de genes diana (Derynck y col., 1998; Massague, 1998; Heger y col.,
2009).

- .SMADS (inhibitory-SMADS): Smad 6 y 7, que inhiben la sefializacién de TGF-3 o
BMP por competiciéon con R-SMADS por la interaccién con el receptor tipo I y
mediante la captacion de fosfatasas y ubiquitin-ligasas (Itoh y Ten Dijke, 2007; van
Meeteren y Ten Dijke, 2011). También compiten con Smad4 (Shi y Massagué, 2003).
Smad7 inhibe preferentemente la via de TGFs, mientras que Smad6 actia sobre la via
de BMPs (Derynck y Akhurst, 2007; Santibanez y col., 2011).

A diferencia de receptores treonina quinasa, en los que la activacién es inducida por la
fosforilaciéon de un elemento estructural central dentro del dominio quinasa (Johnson y
col., 1996), la activacion de los receptores TGF-f tipo I resulta de la fosforilacién de
serina por el receptor quinasa tipo II dentro de la caja GS inmediatamente “corriente
arriba” del dominio catalitico (Attisano y col. 1996; Wrana y col. 1992; Liu y col.,
1995; Wrana y col., 1994). Estos eventos de fosforilacion estin asociados con un
cambio conformacional en la caja GS que normalmente forman un complejo inhibitorio
en el dominio quinasa de un receptor tipo I inactivo permitiendo la activacion corriente
abajo de sustratos de los receptores activados R-SMADS (Huse y col., 1999; Huse y
col., 2001). La activaciéon basal del dominio quinasa del receptor tipo I es regulado
mediante la interaccidn con una proteina represora, la FK506-binding protein
(FKBP12), que se une a la caja de GS no fosforilada capacitando la fosforilacién de
sitios del receptor tipo II y estabilizando al receptor en una conformacion inactiva
(Wang y col., 1996; Huse y col.,, 1999). Ademds, la fosforilacién dependiente de
ligandos de los R-SMADS es inhibida por competencia directa en el sitio de unién al
receptor por las SMAD6 y SMAD7 (Wang y col., 1996; Nakao, 1997), que son
regulados por diversas vias de sefializacion (Topper y col., 1997; Ulloa y col., 1999;
Bitzer y col., 2000).

Si hacemos una referencia especifica a las isoformas, los dimeros de TGF-f se unen a

los receptores de tipo I y tipo II formando un complejo heterotetramérico en la
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superficie celular, compuesto por el TGF- dimérico, dos receptores tipo I y dos
receptores tipo I. Tras la interaccién con el ligando, el TGF-BRII, que posee una
actividad quinasa en serinas/treoninas, fosforila al TGF-BRI en una region conservada
rica en glicina y serina denominada dominio GS. Esta fosforilacién provoca un cambio
conformacional en el TGF-BRI promoviendo una actividad quinasa en serinas/treoninas
responsable de la propagacion de la sefal. Esta fosforilacion es suficiente para que se
activen las diferentes vias de sefializaciéon (Wharton y Derynck, 2009). A pesar de
disponer ambos de un dominio de unién a TGF-B, la afinidad de TGF-BRII por el
ligando es mucho mayor que la de TGF-BRI y éste ultimo sélo puede unirse a TGF-f3
cuando ha sido previamente captado por TGF-BRIL Por lo tanto, en la formacion del
complejo heterotetramérico de receptores, TGF-BRI debe ser reclutado por un complejo
TGF-BRIL:TGF-B preformado (Laiho y col., 1991). El TGF-BRIIIL, denominado también
betaglicano, es capaz de interaccionar con las 3 isoformas de TGF-B, aunque muestra
particular afinidad por TGF-B2. Esta involucrado en la formacion del complejo de
receptores y funciona predominantemente presentando el ligando al TGF-BRII
(Massagué, J., 1998). Los receptores TGF-BRI y TGF-BRII son expresados ubicuamente
en las células de los mamiferos. En estado basal, es decir en ausencia de ligando, la
proteina FKBP12 estd unida al dominio GS del TGF-BRI, adoptando una conformacién
que impide la fosforilacién por TGF-BRIL, lo cual previene la sefializacion dependiente

del ligando (Chen y col., 1997; Datta y col., 1998; Huse y col., 1999).

1.2.3.3.2. Seiializacion a través de las SMADS

La fosforilacion de las R-SMADS activa la via candnica de sefializacion de Smad,
resultando en la translocacion nuclear de un complejo R-Smad/Smad 4. Esto regula la
respuesta transcripcional a través de una interaccion directa tanto con elementos
asociados con una variedad de genes diana (Attisano y Wrana, 2000; Miyazono y col.
2001). En la figura 7, se muestra una representacion de dicha sefializacién. En la
superficie de la cé€lula, el ligando se une un complejo de receptor transmembrana serina
/treonina quinasas (tipos I y II) e induce la transfosforilacion de los segmentos GS en el
receptor de tipo I por las quinasas de los receptores de tipo II. El receptor tipo I, en
consecuencia activado, fosforila SMADS seleccionados en las serinas C-terminales, y

estos receptores activados SMADS (R-SMADS), forman un complejo con un Smad4
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comuin. Los complejos SMADS activados se translocan al nicleo, donde regulan la
transcripcion de genes diana, a través de la interaccion fisica y la cooperacion funcional
con DNA, factores de transcripcion de union (X) y coactivadores CREB binding protein
(CBP) o p300. La activacién de los R-SMADS por receptores de tipo quinasas tipo I es
inhibida por SMAD6 o SMAD7. R-SMADS y SMAD4 actiian entre el nicleo y el
citoplasma. Las ligasas E3 de ubiquitina Smurfl y Smurf2 median en la ubiquitinacién
y consiguiente degradacion de los R-SMADS, sin embargo, también puede interactuar
con Smad6/7 y de ese modo ubiquitinan los receptores de tipo L.

O

Ligando

=S : R-Smad Citoplasma

@) }— Smad6/7 Smurf1/2
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Figura 7: Representacion del mecanismo general de activacion de los receptores TGF-f y SMADS.

(Adaptado de Derinck R. y Zhang Y.E. 2003).

1.2.3.4. TGF-BRIII (Betaglycano)

El TGF-BRIII es la proteina mds abundante de la superficie celular en la mayoria de los
tipos celulares. Estd altamente glicosilada con un largo dominio extracelular y la cola
citoplasmadtica corta que carece de actividad quinasa. Se expresa ampliamente en tejidos
fetales y adultos, incluyendo células mesenquimales, epiteliales, neuronales (Cheifetz y
col., 1986; Segarino y col., 1989). El TGF-BRIII es necesario para unir TGF-BRII con el
TGF-BRII (Lopez-Casillas y col, 1993). También es un correceptor para la inhibina,
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promoviendo interacciones para la misma y receptores ACVRII, ACVRIIB y BMPRII
(Wiater y Vale, 2003; Chapman y col., 2002; Lewis y col., 2000).

1.2.4. Roles intraovaricos de los miembros de la superfamilia de TGF-p

Numerosos estudios realizados en diversas especies han demostrado que los miembros
de la superfamilia de TGF-B se expresan en los componentes del foliculo, tanto en el
ovocito como en las células somaticas que lo acompafian (granulosa y teca), de manera
relacionada con el estadio de desarrollo folicular. Existe gran cantidad de evidencia
experimental que indica que estas proteinas cumplen funciones en mdltiples aspectos
del desarrollo folicular, incluyendo el reclutamiento de los foliculos primordiales, la
proliferacion y apoptosis de las células de la granulosa, esteroidogénesis, expresion de
receptores para gonadotrofinas, maduracién del ovocito, ovulacion, luteinizacién y
formacion del CL (Nilsson y col., 2003; Kumanov y col., 2005; Knight y Glister, 2006;
Sisco y Pfeffer, 2007). Esta evidencia puede ser agrupada en los correspondientes

estadios del desarrollo folicular, como se explica a continuacién (figura 8).

Receptores de activina Inhibina, Activina, Receptores de activina
Co-receptores de foliculostatina, Canm;sdn
TGF" Receptores BMP
n..7$m @
Receptores activina
BMP-4, BMP. Co-receptores de Inhibina?
'I'G'F-I x Receptones TGF-§ " GDF-9, BMP-15
4 Receptores BMP BMP6

Figura 8: Diferentes miembros de la superfamilia TGFp, receptores asociados y proteinas de union son
expresados en células de la teca, células de la granulosa y ovocitos, y ejecutan un rol como moléculas de

sefialacién intrafolicular autécrinas (flechas blancas) y pardcrinas (flechas negras). (Adaptado de Knight
y Glister, 2003).
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1.2.4.1. Activacion de los foliculos primordiales en reposo

Los foliculos primordiales permanecen en una fase latente o de reposo hasta que son
reclutados para entrar a la fase de crecimiento de foliculos primarios (Oktem y Urman,
2010). Durante el estadio de foliculo primordial, la apropiada comunicacion entre el
ovocito y las células foliculares que lo rodean asi como también la comunicacién entre
éstas y las células estromales es fundamental para que los foliculos primordiales salgan
del estado de reposo en el que se encuentran y comiencen a desarrollarse (figura 9). En
este aspecto intervienen diversos factores locales, dentro de los que se pueden
mencionar al ligando kit (KL) y al factor inhibidor de la leucemia (LIF), los que in vitro
promueven la transicion de foliculo primordial a primario, estimulan el desarrollo del
ovocito y el reclutamiento y proliferacion de las células estromales vecinas para la
formacion de la teca (Nilsson y col., 2002; Nilsson y Skinner 2003, 2004; Knight y col.,
2012). Dentro de aquellos factores que provienen de la familia TGF, ha sido demostrado
a través de estudios realizados en roedores que las BMP-4 y BMP-7 actian
positivamente sobre las células tecales/intersticiales promoviendo la transicion de los
foliculos primordiales a primarios y la supervivencia folicular (Nilsson y Skinner,

2004).

Foliculo Primordial e Foliculo Primario

Desde otros foliculos en crecimiento

AMH (-ve)
Pre-Granulosa

Granulosa

Células
estromales

s Teca
@ﬁs Reclutamiento

Figura 9: Sefializaciones (+VE, estimulante; -VE, inhibidora) que participan en la transicién de foliculo
primordial a primario; KL y FGF secretados por las células pre-granulosa y el ovocito, respectivamente,
tienen efectos estimulantes en los ovocitos y células de la granulosa; también promueven el reclutamiento
de células de la teca desde el estroma/células intersticiales. Las células estromales y de la teca secretan
BMP-4 y BMP-7, que promueven la activacion del foliculo y la supervivencia. GDF-9 y/o BMP-15,
secretados por el ovocito de los foliculos activados promueven la proliferacién de células de la granulosa,
la expresién de KL y la formacién de teca. Las células granulosas de los foliculos en crecimiento secretan
AMH que parece actuar como un freno para el foliculo primordial. (Adaptado de Knight y Glister, 2006).
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Otros tres factores de esta familia se expresan en los ovocitos de los foliculos
primordiales (vaca y oveja) y primarios (roedores): GDF-9, BMP-6 y BMP-15
(McGrath y col., 1995; Bodensteiner y col., 1999; Jaatinen y col., 1999; Elvin y col.,
2000; McNatty y col., 2001; Knight y Glister, 2003). Los receptores de tipo I y II a
través de los cuales cumplen su accién estos factores, se expresan en las células
foliculares y granulosas haciendo de éstas blancos potenciales de las sefiales paracrinas
(Nilsson y Skinner, 2004).

Se cree que la AMH actia negativamente sobre la iniciaciéon del desarrollo folicular,
impidiendo la activaciéon prematura de un gran nimero de foliculos y manteniendo, de
esa manera, el grupo de foliculos disponibles durante la etapa fértil de la hembra
(Durlinger y col., 2002). La AMH se expresa en las células de la granulosa de los
foliculos primarios y hasta los estadios antrales tempranos, no habiéndose encontrado
expresion en los foliculos primordiales. Estos datos permiten inferir que existe una
retroalimentacion negativa sobre los foliculos primordiales ejercidos por la secrecién de
AMH por parte de los foliculos que estidn en estadios temprano del desarrollo (Durlinger

y col., 2002).

1.2.4.2. Progresion de los foliculos primarios a estadios antrales tempranos

El desarrollo de los foliculos primarios a estadios preantral y antral temprano involucra
el aumento de tamafio del ovocito, la formaciéon de la zona pelicida, la extensa
proliferacion de las células de la granulosa hasta formar un epitelio estratificado, la
formacion de la membrana basal, la condensacion de las células del estroma hasta
formar la capa de células de la teca y el desarrollo de lagunas que contienen liquido
folicular que eventualmente formaran el antro folicular (Knight y Glister, 2006). En
estos estadios de desarrollo folicular la vascularizacion es pobre por lo que los factores
paracrinos tienen mayor importancia que los endocrinos. Si bien existe evidencia de que
las gonadotrofinas influyen en la progresion de los foliculos preantrales tempranos, su
rol es considerado permisivo, debido a una accién mitogénica indirecta por aumento de
la expresion de los factores de crecimiento o sus receptores (Dufour y col., 1979;
Cortvrindt y col., 1997; Peiia y col., 2007). Es asi que los factores locales, incluyendo
los de la superfamilia de TGF-B, regulan la transiciéon desde el estadio de foliculo

primario a secundario y subsecuentemente el desarrollo folicular desde preantral tardio

Matiller-27



1. Imtroduccion

a antral temprano. Dentro de esta superfamilia, los factores implicados como
reguladores positivos del desarrollo folicular preantral incluyen: GDF-9 y BMP-15 cuyo
origen es el ovocito; activinas de origen en las células de la granulosa y BMP-4 y BMP-
7 de origen tecal, asi como también TGF- producido por las células de la teca y de la
granulosa. En contraste, la evidencia indica que la AMH tiene un rol negativo sobre el
desarrollo folicular preantral (Knight y Glister, 2006). Dentro de los factores producidos
por el ovocito, GDF-9 y BMP-15 son necesarios para el correcto desarrollo de los
foliculos preantrales tempranos. BMP-15 estimula la proliferacion de las células de la
granulosa indiferenciadas de manera independiente de FSH. Se ha descrito que el GDF-
9 es necesario para la progresion a partir de de foliculos primarios. De hecho, la
supresion del gen GDF-9 en ratones conduce a la detencion del desarrollo folicular en la
etapa de foliculo primario. Estos foliculos tienen células de la granulosa anormales y no
adquieren células de la teca, indicando un efecto paracrino del GDF-9 sobre las células
somadticas circundantes (Dong y col., 1996). En cambio, ratones en los que se suprime la
expresion de BMP-15 tienen un desarrollo folicular normal y son fértiles (Galloway y
col., 2000).

Tanto BMP-15 como GDF-9 son necesarios para el desarrollo folicular normal y el
control del nimero de foliculos ovulados por ciclo estral en oveja (Davis y col., 1992;
Galloway y col., 2000; Juengel y col., 2002; McNatty y col., 2005). Las BMP-4 y -7 se
expresan en las células de la teca de foliculos en crecimiento de rata, ovino y bovino,
implicando un rol funcional positivo sobre la proliferacion celular y la progresion a
través de los sucesivos estadios de desarrollo folicular temprano. El efecto de BMP-4 es
aumentar el ndmero de foliculos preantrales en crecimiento en ovarios neonatales de
rata en cultivo (Nilsson y Skinner, 2004). BMP-7 estimula la sintesis de ADN (efecto
mitético) en células de la granulosa de rata (Lee y col., 2001) y se sabe que inhibe la
apoptosis en muchos tejidos (Dudley y col., 1995; Luo y col., 1995), por lo que se cree
que también lo hace en las células de la granulosa, promoviendo por tanto, la
supervivencia folicular (Shimasaki y col., 2004).

En cuanto a las activinas, su expresion asi como la de los receptores de tipo I 'y II y la
foliculostatina se ha detectado en los foliculos desde estadios tempranos de desarrollo
folicular (primarios/secundarios de acuerdo a la especie) indicando roles
autocrinos/paracrinos en la progresion folicular temprana (Rabinovici, 1991; McNatty y
col., 2000; Drummond y col., 2002; Pangas y col., 2002). Las subunidades BA y BB de

activina y la foliculostatina estdn expresadas en las células de la granulosa mientras que
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los receptores, tanto los de tipo I como los de tipo II, son expresados por las células de
la teca, de la granulosa y el ovocito. En roedores, los foliculos preantrales secretan
activina A (Smith y Cortvrindt, 1998) la que interviene mejorando el crecimiento
folicular y la proliferacion de las células de la granulosa (Li y col., 1995; Smith y col.,
1998; Liu y col., 1999; Zhao y col., 2003). En cambio, en mutantes deficientes para el
receptor de activina tipo IIB, el desarrollo folicular cesa en estadio antral temprano lo
que sugiere que la activina promueve la proliferacion/diferenciacion de las células de la
granulosa (Matzuk y col., 1996). La expresién del TGF-f ha sido documentada en los
foliculos preantrales en muchas especies incluyendo roedores, humanos, ovejas y
ganado vacuno (Teerds y Dorrington, 1992; Schmid et al., 1994; Roy y Kole, 1998;
Nilsson y col., 2003; Juengel y col, 2004; Knight y Glister, 2006). Existe considerable
variacion espaciotemporal en el patrén de expresion de las isoformas individuales
(TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) asi como también de los dos tipos de receptores (I y II)
entre las células de la teca, de la granulosa y el ovocito haciendo dificultosa la
realizacion de inferencias (Oktem y Urman, 2010). Muchos estudios indican un efecto
inhibidor del TGF-1 sobre la supervivencia de los foliculos primarios y/o progresién

hacia las fases preantral tardio antral/temprano (Fortune, 2003).

1.2.4.3. Desarrollo de los foliculos antrales y mecanismo de seleccion folicular

La progresion folicular a través de la fase antral de desarrollo estd asociada con una
continua proliferacion de las células de la granulosa y de la teca interna, un aumento de
la vascularizacion de la teca interna, aumento de tamafio del ovocito y un relativamente
rapido aumento de tamafo y de volumen folicular (Knight y Glister, 2006). Como se
menciond anteriormente, la FSH puede influir en el desarrollo folicular en los estadios
preantrales tempranos o medios. Sin embargo, la evolucion mas alld de la fase antral
pequeiia se transforma en dependiente de FSH de manera critica. En esta etapa del
desarrollo folicular, diversos factores locales que integran la superfamilia del TGF-§,
tales como TGF-B, AMH vy sistema activina/inhibina/foliculostatina cumplen una
funcién autocrina/paracrina en la modulacién de la funcién folicular dependiente de
FSH. La exposicion diferencial a estos factores podria ser uno de los motivos por los
cuales ciertos foliculos son mds sensibles a la FSH y se transforman en foliculos

dominantes, continuando su desarrollo a foliculo preovulatorio (Knight y Glister, 2006).
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Las tres isoformas de TGF-p parecen inducir efectos similares, aunque con diferentes
potencias de acuerdo al tipo celular estudiado. Mientras que el TGF-f se considera
generalmente un inhibidor de la proliferacion celular, multiples acciones se han
reportado en cultivos de células foliculares in vitro, los que incluye tanto la supresion
como la estimulacién de la proliferaciéon de la granulosa y teca segun la especie, etapa
de la diferenciacion folicular y la presencia de otros factores de crecimiento como co-
tratamientos (Skinner y col, 1987; Roberts y Skinner, 1991; Lerner y col., 1995). Por
ejemplo, TGF-B inhibe la proliferacion de células de la granulosa de bovino obtenidas
de foliculos antrales grandes (Skinner y col., 1987), mientras que aumenta la
proliferacion de células de la granulosa inmaduras de foliculos menos diferenciados de
ratas (Dorrington y col., 1988) y foliculos preantrales de hdmster (Roy, 1993). Como
ocurre con la activina A, el TGF-f puede estimular la expresion del receptor de FSH y
amplificar la actividad aromatasa inducida por la FSH, la produccién de inhibina y de
progesterona e inducir la expresion del receptor para LH. Se ha demostrado que el TGF-
B puede suprimir la expresion tecal de la enzima Cypl7 y la produccion de androgenos
de manera similar a la activina A (Fortune, 2003; Juengel y McNatty 2005; Knight y
Glister, 2006).

La AMH actda reduciendo la respuesta a FSH de los foliculos preantrales y antrales
pequeiios y de este modo podria tener un rol negativo en el reclutamiento ciclico de los
foliculos y en el proceso de seleccion del foliculo dominante (Durlinger y col, 2002;
Visser y Themmen, 2005). La AMH circulante ha sido correlacionada con el niimero de
foliculos antrales detectados por ultrasonografia transvaginal en mujeres (De Vet y col.,
2002; Van Rooij y col., 2002) y por inferencia, ha sido relacionado con el tamafio de la
reserva folicular. Los niveles séricos de AMH en mujeres con ciclos normales
disminuyen con la edad y son indetectables en las mujeres pos-menopdusicas. De este
modo, la AMH puede ser utilizada en humanos para determinar la reserva folicular
presente en los ovarios (Visser y Themmen, 2005) asi como para predecir la respuesta a
protocolos de fertilizacién in vitro (Oktem y Urman, 2010). En vacas sometidas a
protocolos de superovulacion para transferencia de embriones, se encontré una
correlacion positiva entre AMH en plasma y la capacidad de producir embriones
(Monniaux y col., 2010), resaltando su utilidad como factor predictivo de la respuesta a

la superovulacion.
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La inhibina ejerce una funcién endocrina muy importante sobre el eje hipotdlamo-
hipofisario-ovdrico y tanto la activina como la foliculostatina tienen acciones a nivel del
eje. En este dltimo aspecto, las tres moléculas fueron implicadas en la modulacién de la
secrecion de FSH hipofisaria: inhibina y foliculostatina suprimen la secrecion, mientras
que activina la promueve. Sin embargo, y a pesar de la importante evidencia acerca del
rol de la inhibina sobre la secrecion de FSH (Knight, 1996; Mather y col., 1997; de
Krester y col., 2000), es poco probable que la activina de origen ovdrico ejerza un efecto
endocrino sobre la gldndula pituitaria. Ademds, la activina (al igual que la
foliculostatina) puede ser producida por distintos tejidos, entre ellos la hipéfisis anterior,
demostrando que el efecto sobre la hipdfisis puede ser autocrino-paracrino.

Activina, foliculostatina e inhibina sintetizadas por las células de la granulosa, modulan
el crecimiento folicular, la respuesta a las gonadotrofinas, esteroidogénesis, maduracion
del ovocito y funcién del CL (Knight y Glister, 2001). Aunque las células de la
granulosa tienen la capacidad de sintetizar inhibinas y activinas desde estadios
tempranos del desarrollo folicular (McNatty y col., 2000; Montgomery y col., 2001),
existe evidencia que indica que los foliculos pequefios producen relativamente mas
activina que inhibina, mientras que los grandes foliculos seleccionados secretan
proporcionalmente mayores cantidades de inhibina (Schwall y col., 1990; Glister y col.,
2006).

Como se menciond anteriormente, la activina estimula la proliferacion celular en
cultivos de células de la granulosa tanto de foliculos pequefios como de grandes (Li y
col., 1995; Miro y Hillier, 1996). En adicién, ratones mutantes que tienen inhibida la
expresion de la subunidad o de inhibina, lo cual conduce a una sobreproduccion de
activina, tienen una proliferacion descontrolada de células de la granulosa y desarrollan
tumores ovdricos (Matzuk y col., 1996).

La capacidad de responder a la FSH por parte de las células de la granulosa es
considerada un evento clave en la vida de un foliculo. El descubrimiento de que la
activina puede promover la expresion de receptores de FSH sobre células de la
granulosa indiferenciadas de ratas, es particularmente significativo dado que puede
explicar como un foliculo antral temprano puede pasar de ser gonadotropina-
independiente a un estado de desarrollo gonadotropina-dependiente. Debido a la
habilidad de la foliculostatina de unirse a la activina y neutralizar sus efectos, la accién

propuesta para la activina de promover los receptores de FSH en pequefios foliculos
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puede operar mds eficientemente en ausencia de foliculostatina. Evidencias de que
células de la granulosa indiferenciadas expresan relativamente poca foliculostatina en
comparacion con células de foliculos en un estado de desarrollo avanzado (Shimasaki y
col., 1989; Nakatani y col., 1991), respaldan este concepto.

Una vez que las células de la granulosa han adquirido receptores de FSH, su
proliferacion y diferenciacion seria impulsada principalmente por FSH (y LH en la fase
preovulatoria, cuando existen receptores de LH en granulosa) pero modulada por
factores extrinsecos y factores de produccion local (Webb y col., 1999).

En cuanto a la esteriodogénesis, estudios in vitro en células de la granulosa de rata y
bovino muestran que la activina puede aumentar la actividad de la aromatasa (Cyp19) y
la produccién de estrégenos, mientras que inhibe de la secrecion de progesterona
(Shukovski y col., 1991). Estos hallazgos indican que la activina intrafolicular puede
tener un papel en el retraso del inicio de la atresia y la luteinizacién. En cambio, la
foliculostatina inhibe el efecto de activina, con un rol importante en la promocién de la
atresia folicular o luteinizacién, dependiendo de la etapa de desarrollo alcanzado. Un
rasgo caracteristico de un foliculo dominante es su capacidad para sintetizar y secretar
cantidades mucho mayores de estrogenos que sus subordinados, lo que requiere una
actividad de Cyp19 alta en células de la granulosa y un suministro adecuado de sustrato
para dicha enzima (andrégenos). En la mayoria de las especies, las células de la
granulosa carecen de Cypl7 y por tanto, son incapaces de sintetizar sus propios
androgenos, que son sintetizados por las células de la teca. Estudios in vitro
desarrollados en células de la teca de humanos (Hillier, 1991), ratas (Hsueh y col.,
1987) y bovinos han mostrado que la inhibina A puede aumentar la produccién de
andrégenos inducida por LH. Esta accién de la inhibina podria ser un importante
mecanismo intrafolicular de retroalimentacién positiva para asegurar que el foliculo
preovulatorio tenga sustrato suficiente para mantener el aumento de la sintesis de
estrégenos (Knight y Glister, 2001). En cambio, cuando células de la teca son tratadas
con activina, se reduce la produccion de andrégenos inducida por LH, oponiéndose a la
accion de la inhibina (Hillier, 1991).

Hillier (1991) propuso que en los foliculos inmaduros que sintetizan muy pocos
estrégenos, la sintesis de andrégenos tecales también es baja debido a un exceso relativo
de activina sobre inhibina y foliculostatina. Sin embargo, cuando un foliculo dominante
se aproxima al estado preovulatorio, aumenta la expresion de la inhibina y

foliculostatina en células de la granulosa, posiblemente acompafiado por la disminucion
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de la expresion de la activina, aumentando la secrecion de andrégenos tecales y
asegurando, de este modo, que las células de la granulosa reciban un suministro
adecuado de sustrato para la Cypl19 y que coincida con la creciente demanda para la
sintesis de estradiol.

Las activinas podrian desempeiiar, ademds, una funcién importante en el desarrollo del
ovocito dentro del foliculo antral. Las células de la granulosa que forman el cimulo
ovigero alrededor del ovocito expresan subunidades de inhibina/activina (o, BAy BB) y
foliculostatina (Sidis y col., 1998), y el ovocito expresa receptores de tipo I y II para
activina (Cameron y col., 1994; Sidis y col., 1998). En roedores y humanos la activina
A acelera la maduracién del ovocito y en bovinos mejora la competencia del ovocito en

el desarrollo (Silva y Knight, 1998).

1.2.4.4. Ovulaciéon y formacion del cuerpo liteo

No existe evidencia de que los elementos de la familia del TGF-f estén involucrados en
el proceso ovulatorio en si mismo. Sin embargo, la falla en la ovulacién en respuesta a
una perturbacion de los miembros de TGF-B y/o sus receptores puede considerarse
como una consecuencia de la incapacidad de los foliculos de desarrollarse exitosamente
hacia la fase preovulatoria (Knight y Glister, 2006).

Luego de la ovulacién, la expresion de subunidades de inhibina/activina estd disminuida
en la mayoria de las especies excepto en los primates (Knight y Glister, 2006). Esto
hace suponer un rol de la inhibina en la formacién del CL y en la produccién de
progesterona en humanos. En adicién, TGF-3 podria también contribuir a la formacién
de CL. TGF-B1 y TGF-B2 son expresados en células luteas de ratones (Ghiglieri y col.,
1995). En roedores, es posible que los TGF-Bs desempefien la funcidon de mediadores de
la acciones luteotrépicas de la prolactina, con la subsecuente inhibiciénde la apoptosis
de la células luteas.

Es ampliamente reconocido que el proceso de luteinizacidn se encuentra bajo el control
de factores inhibidores de la luteinizacién derivados del ovocito que actian para
prevenir la luteinizacion y suprimir la sintesis de progesterona hasta el momento en que
ocurre la ovulacién y el ovocito es liberado. Los factores BMP-6, BMP-15 y GDF-9
derivados del ovocito, tienen la habilidad de actuar como inhibidores de la actividad

luteinizante en cultivos de células de la granulosa, inhibiendo por ejemplo la produccién

Matiller-33



1. Imtroduccion

de progesterona, aumentando la secreciéon de 17 B-estradiol y aumentando la
proliferacion de células granulosa ( Otsuka y col., 2001; Glister y col., 2004).

Es altamente probable que la pérdida de estos factores durante la ovulacién ejerza un
efecto significativo sobre las células restantes de foliculo promoviendo la luteinizacién

(Knight y Glister, 2006).

1.2.5. Conclusion de conceptos introductorios: Superfamilia TGF-§

Existen pruebas fehacientes de la variada pero contundente presencia de los diferentes
componentes de la superfamilia del TGF-B en todas y cada una de las etapas de la

evolucion folicular.

Se han hallado significativas diferencias entre especies en la importancia relativa de
estos factores de crecimiento y queda mucho por esclarecer sobre los mecanismos por
los que se ejercen sus funciones en el ovario. Al indagar sobre las funciones de estos
factores durante el desarrollo folicular ovdrico es probable que se generen avances para

nuevas aplicaciones terapéuticas y para la gestion de la fertilidad.
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1.3. ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA

La baja performance reproductiva es considerada uno de los factores que causa mayores
pérdidas econdmicas en la produccion lechera a lo largo del mundo (Nelson y col.,
2010). La enfermedad quistica ovérica (COD del inglés cystic ovarian disease) es una
causa de infertilidad temporaria y constituye uno de los trastornos reproductivos mas
comunes en el ganado lechero, con reportes de incidencia que van del 6 al 23 %
(Eyestone y Ax, 1984; Laporte y col., 1994; Garverick, 1997; Silvia y col.., 2002; Peter,
2004; Nelson y col., 2010; Cattaneo y col., 2014). El impacto econémico de esta
enfermedad estd en directa relacion con el aumento del intervalo parto-concepcion, el
incremento de los costos veterinarios y el aumento de la tasa de rechazo (Peter, 2004;
Vanholder y col., 2006; Rizzo y col., 2011), estimdndose que cada evento de la
enfermedad agrega entre 22 y 64 dias a este intervalo. Ademds, provoca una
disminucién en la tasa de prefiez en la primera inseminacién y por ende aumenta el

nimero de servicios requeridos para lograr la concepcion (Shrestha y col., 2004).

Entre los afios 1940 y 1950 se publicaron numerosos reportes acerca de la morfologia
ovdrica, las observaciones clinicas y la epidemiologia de esta enfermedad (Casida y
col., 1944; Garm, 1949; Casida y Chapman, 1951; Wiltbank y col., 1953). La mayoria
de esos investigadores especulaban acerca de un “desbalance endocrino” como causa de
la formacién de quistes foliculares ovéricos. Esto llevo a la aparicién de gran cantidad
de tratamientos basados en la administracion de hormonas, incluyendo esteroides
(Johnson y Ulberg, 1967), gonadotrofinas (Casida y col., 1944; Nakao y col., 1978) y
GnRH (Kesler y Garverick, 1982; Nanda y col. 1988). Sin embargo, la mayoria de estos

tratamientos no poseian un sustento tedrico adecuado (Silvia y col., 2002).

1.3.1. Definicion

Durante los ultimos afios, la definicion de quistes foliculares ovéricos ha sido
frecuentemente revisada. Silvia y col. (2002) los definieron como estructuras
foliculares, con un didmetro minimo de 17 mm, persistiendo por mds de 6 dias en
ausencia de CL y con una clara interferencia de los ciclos estrales normales. Wiltbank y

col. (2002) los caracterizaron como estructuras foliculares de 20 mm o mas de didmetro,
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que persisten por al menos 7 dias en ausencia de CL. Mas recientemente, los quistes
ovdricos han sido referidos como foliculos como un didmetro de al menos 20 mm,
presentes en uno o ambos ovarios, en ausencia de cualquier tejido luteal y afectando la
normal ciclicidad ovérica (Vanholder y col., 2006). Sin embargo, Bartolomé y col.,
(2005), basados en informacion obtenida a partir de ultrasonografia y concentraciéon de
hormonas, definieron esta condicién como la presencia de uno o multiples foliculos
ovdricos de un didmetro de 18 mm o mds, en ausencia de CL y con falta de tonicidad
uterina a la palpacién. La incorporacion del concepto de tonicidad uterina es clave para
diferenciar un foliculo preovulatorio de un quiste, y se basa en las caracteristicas del
utero durante el proestro, en el cual aumentan los receptores de oxitocina y, por ende,
aumenta también la tonicidad en respuesta a las altas concentraciones de estrégenos. En
el caso de quistes foliculares, la falla en la ovulacion y la persistencia por varios dias
determinan la pérdida de los receptores de oxitocina y, por consiguiente, la falta de
tonicidad. Desde un punto de vista mucho més practico, esta definicién permite arribar a
una nociéon de persistencia folicular, sin la necesidad de realizar dos controles
consecutivos para llegar al diagndstico de COD.

Estas definiciones cldsicas debe ser complementadas con el concepto de que los quistes
pueden regresar y ser reemplazados por otros; pueden atresiarse o luteinizarse e
inclusive puede producirse la ovulacion, de foliculos que puedan alcanzar la dominancia
ain en presencia de estas estructuras, por lo cual se establece que esta es una
enfermedad altamente dindmica (Hamilton y col., 1995; Rutter y Russo, 2000; Silvia y
col., 2002; Bartolomé y col., 2005). La presencia de mas de una estructura quistica no es
rara, en un estudio realizado por Silvia y col., (2002), el 47% de las vacas con quistes
ovdricos tuvieron 2 o mds quistes en el momento de la deteccién, por lo que ellos
consideraron que la condicién poliquistica es mds frecuente en las vacas con quistes
incluso que la apariciéon de ovulaciones multiples en vacas normales.

A pesar de numerosos afios de investigacion en este tema, no existe todavia una
definicién cominmente aceptada, debido probablemente a la heterogeneidad de la
presentacion de la enfermedad (tipo de quistes, momento de aparicidn, signos clinicos,
etc.). Los puntos en comun de todas las definiciones permiten arribar al concepto de que
la COD bovina se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un didmetro
mayor al ovulatorio, que permanecen en el tiempo (persistencia) ocasionando trastornos

en la funcionalidad ovdrica y, por ende, en la fertilidad.
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1.3.2. Etiologia y patogenia

Numerosos investigadores han acordado que los quistes foliculares se desarrollan
debido a una disfuncién del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Dobson y col., 2000;
Ribadu y col., 2000; Peter, 2004; Vanholder y col., 2006). A esto se le suma un
componente intraovarico que ocasiona la disfuncion de esta glandula.

Esta disfuncién puede tomarse como un trastorno plurifuncional de la ovulacion, que
tiene como base la predisposicion hereditaria sumada a causas ambientales (estrés,

manejo nutricional, enfermedades infecciosas, y manejo en general).

1.3.2.1. Disfuncién hipotalamo-hipofisaria

En esta hipétesis, la causa principal de la formacion de quistes estaria relacionada con
una liberacion aberrante de LH desde la hipdfisis, ya sea porque el pico preovulatorio de
LH estd ausente, la magnitud es insuficiente u ocurre en un momento inadecuado
durante la maduracion del foliculo dominante. (Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col.,
1996; Vanholder y col., 2006). Esta falla en la liberacién de LH no parece ser causada
por un bajo contenido de GnRH en el hipotdlamo, ni tampoco por un reducido nimero
de receptores de GnRH o LH dentro de la hipdfisis, sino por una alteracién en el
mecanismo de retroalimentacion positiva de los estrogenos secretados por el foliculo
preovulatorio, lo cual resultaria en una falla en la liberaciéon de GnRH y por ende, de su
accion a nivel hipofisario (Vanholder y col., 2006). Las vacas con COD y con niveles
elevados de estrogenos endégenos fallan en generar un pico de LH en respuesta a una
dosis de 17B-estradiol exdgeno, indicando que se ha perdido la capacidad de responder a
la retroalimentacién positiva del estradiol sobre el eje hipotdlamo-hipofisario (Zaied y
col., 1981; Refsal y col., 1988; De Silva y Reeves, 1988). En este sentido, si la onda
preovulatoria de GnRH/LH ocurre inoportunamente durante el crecimiento folicular,
puede ocasionar la pérdida de sensibilidad del hipotdlamo al efecto de retroalimentacién
positiva del 17 B-estradiol, llevando de esta manera a la anovulacién y consecuente
formacion de quistes (Giimen y col., 2002; Giimen y Wiltbank, 2002).

En un estudio realizado por Hamilton y col. (1995) se detecté una concentracion

promedio mayor tanto de LH como de 17 B-estradiol circulantes en las vacas con
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quistes, al compararlas con vacas con ciclos normales o con recuperaciéon espontinea,
no registrandose un pico preovulatorio de LH en las hembras con COD. La secrecién
aumentada de LH en las hembras bovinas con quistes podria estimular un incremento en
el 17 B-estradiol y este incremento podria causar un aumento en la secreciéon de LH,
creando asi un efecto cascada que afectaria la respuesta ovdrica a la secreciéon de LH.
Hatler y col. (2003) observaron que al momento del diagnéstico de COD en bovinos, la
mayoria de los casos estaban acompafiados de concentraciones suprabasales, aunque por
debajo de los niveles luteales, de progesterona. Precisamente, el efecto de niveles
intermedios de dicha hormona (apenas por encima de los niveles basales pero no
suficientes como para inducir la regresion de foliculo dominante y el inicio de una
nueva onda), seria inhibir la ovulacién, bloqueando la oleada de LH y aumentando su
frecuencia pulsatil basal. Sin embargo, esta hipersecrecion basal de LH no se asociaria a
las causas de formacidn de los quistes sino a su crecimiento y persistencia a lo largo del
tiempo.

En resumen, una falta de sensibilidad a la retroalimentacién positiva del 17 B-estradiol a
nivel del hipotdlamo, desencadenaria la falta del pico preovulatorio de LH debido al
menor contenido de GnRH en el drea predptica-supraquiasmatica, y los elevados niveles
de la misma en el tallo hipofisario-eminencia media desde donde se libera LH de
manera tonica. Como consecuencia, los niveles basales de LH durante la fase de
crecimiento folicular serian mds elevados (mayor frecuencia como resultado de un
mayor contenido de GnRH en la eminencia media) y al momento de la ovulacién, no
habria niveles suficientes de GnRH en el centro ciclico (drea predptica-
supraquiasmatica) para inducir el pico preovulatorio de LH desde la hipdfisis,
conduciendo de esta manera a la formacién de quistes. Por otra parte, esos niveles
basales persistentemente elevados de LH podrian actuar sobre los receptores de las
células de la granulosa, estimulando el desarrollo folicular mds alld del tamafio

ovulatorio (Vanholder y col., 2006).

1.3.2.2. Disfuncion ovarica/folicular
Numerosos estudios han tratado de dilucidar el mecanismo endocrino que conduce a la
formaciéon de quistes ovdricos asi como caracterizar el crecimiento y la dindmica

folicular durante su desarrollo. Sin embargo, la comprension de los cambios celulares y
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moleculares que ocurren dentro del foliculo ovérico previo al proceso de anovulacion es
aun escasa (Wiltbank y col., 2002; Salvetti y col., 2007).

Algunos autores han descripto alteraciones en la produccién de factores de crecimiento
por parte de células de la granulosa (Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010; Rodriguez y
col., 2013), en sus proteinas de unién (Rodriguez y col., 2011; Rodriguez y col., 2013)
asi como también, sintesis aberrante de proteinas en la matriz extracelular de los quistes
(Salvetti y col., 2004). Sin embargo, sigue siendo necesario aumentar el conocimiento
en lo que respecta a la falla ovarica a nivel celular y molecular durante el proceso de
formacion de quistes, validando o ampliando lo que fue descubierto a través de estudios
sobres quistes ya formados. Para ello, los eventos pos-quisticos (dindmica
quiste/foliculo) de COD inducida experimentalmente (Cook y col., 1990) son similares
a los que ocurren en quistes espontdneos (Hamilton y col., 1995), permitiendo estos
modelos comprender la naturaleza dindmica de los mismos, las alteraciones endocrinas
y su posterior destino (Cook y col., 1990).

Variaciones en la expresion y en el nimero de receptores de hormonas hipotalamo-
hipofisarias asi como de hormonas esteroides parecen estar implicados en la
anovulacion de un foliculo dominante. En primer lugar, las alteraciones en la expresion
de los receptores de LH y FSH podrian ser uno de los factores involucrados (Vanholder
y col., 2006; Marelli y col., 2014).

De la misma manera, los receptores de estrégenos y de progesterona podrian estar
involucrados en los mecanismos que llevan a la anovulacién. Un balance inapropiado de
los receptores de estrogeno oy B por ejemplo, dadas las diferencias en afinidad por el
17 B-estradiol de cada uno de ellos o la capacidad de formar heterodimeros y actuar de
manera diferente a nivel nuclear, puede causar modificaciones en el desarrollo folicular
normal (Odore y col., 1999; Salvetti y col., 2007; Alfaro y col., 2012; Salvetti y col.,
2012). Un evento importante en las células que componen el foliculo quistico es la
expresion de los genes responsables de la proliferacion, apoptosis y diferenciacion
celular, los cuales probablemente estén involucrados en la anovulacién y en el proceso
de formacién y mantenimiento de los quistes (Salvetti y col., 2004; Isobe y Yoshimura,
2007; Peter y Dhanasekaran, 2003; Ortega y col., 2007a; Salvetti y col., 2009, 2010). Al
respecto, diversos investigadores sugieren que el proceso apoptético estd involucrado en
los mecanismos que llevan a la anovulacion. La falta de ocurrencia de dicho proceso en
células de la granulosa podrian contribuir a la formacion y persistencia de dicha
estructura anovulatoria (Isobe y Yoshimura, 2000 a, b; Salvetti y col., 2010).
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El eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal, a través del mecanismo de estrés, también puede
afectar la funcién ovdrica y contribuir con la formacién de quistes (Baravalle y col.
2007; Amweg y col. 2011). Mediante cultivo de pared folicular in vitro se demostrd
recientemente que las células ovdricas expresan receptores para melanocortinas. Dentro
del grupo de las melanocortinas se encuentra la ACTH, hormona sintetizada en
condiciones de estrés, lo que podria fundamentar un efecto directo del estrés sobre la
funcionalidad ovdrica sin involucrar la adrenal (Amweg y col. 2011). Se cree también,
que el cortisol producido en condiciones de estrés podria ser almacenado en el liquido
folicular e inducir cambios notables en la esteroidogénesis y expresion de receptores de
LH a nivel de la pared folicular, que contribuyan al desarrollo de la enfermedad

(Moberg, 1991).

1.4. PERSISTENCIA FOLICULAR

La prolongacién de la vida qtil de los foliculos bovinos produce una reduccién de la
fertilidad luego de la inseminacion y de la ovulaciéon (Revah y Butler, 1996). Una alta
incidencia de pérdida embrionaria temprana se relaciona con la persistencia de los
foliculos dominantes. La persistencia del foliculo dominante resulta de la incrementada
frecuencia pulsatil de la LH cuando existen bajas concentraciones plasmdticas de
progesterona (Taft y col., 1996) ya sea naturalmente durante la fase litea (Folman y
col., 1973; Meisterling y Dailey, 1987) o como parte de sincronizacién de celos
(Wishart, 1977; Ahmad y col., 1995).

Al parecer, las bajas tasas de prefiez se deben a la reanudacion prematura de la meiosis
en los ovocitos (Mihm et al, 1994; Revah y Butler, 1996), que lleva a la mortalidad
embrionaria temprana. Wishart (1977) encontr6 que el 53% de los embriones
fecundados de vacas tratadas con progesterona durante 21 dias tenian escision retardada
a los 3-4 dias después de la inseminacion.

Durante décadas, los investigadores han tratado de desarrollar con éxito programas para
sincronizar el estro en el ganado bovino (Jochle, 1993). Los tratamientos que incluyen
la administracién prolongada de progesterona (por mds de 7 dias) resultan en una buena
sincronizacién pero con baja fertilidad en el primer estro después del tratamiento (Hill y
col, 1971; Henricks y col, 1973; Butcher y Pope, 1979; Macmillan y col., 1991; Jochle,
1993; Savio y col, 1993a; Stock y Fortune, 1993; Wehrman y col., 1993). Diversos
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estudios han mostrado que el tratamiento con progesterona induce la prolongacién del
desarrollo del foliculo dominante (Trimberger y Hansel, 1955; Sirois y Fortune, 1990;
Savio y col, 1993a). Al finalizar el tratamiento con progesterona, se produce el estro
seguido por el aumento de LH y la ovulacién del foliculo dominante (Sirois y Fortune,
1990; Jochle, 1993; Savio y col., 1993; Stock y Fortune, 1993; Revah y Butler, 1996).
Dado que el CL surge del foliculo dominante persistente produce cantidades normales
de progesterona, la infertilidad no se puede atribuir a una incapacidad litea (Stock y
Fortune, 1993). Sin embargo, si se puede atribuir a los efectos del desarrollo folicular
prolongado en el ovocito o en el tracto reproductivo. El mantenimiento de los foliculos
en una prolongada dominancia puede causar una maduracién prematura del ovocito,

antes del pico de LH (Mihm y col.1994).

Entre los midltiples factores que intervienen en la etiopatogenia de la COD,
recientemente ha sido demostrado que las concentraciones subluteales de progesterona
son capaces de inducir un incremento en la frecuencia de los pulsos de LH, inhibiendo
el pico preovulatorio de LH y asi la ovulacién, llevando a la prolongacién del
crecimiento y en consecuencia persistencia de los foliculos dominantes (figura 10),
incrementando el 17 B-estradiol periférico y reduciendo la fertilidad (Bridges y Fortune,

2003).

Las ondas de crecimiento y regresion de los foliculos ovéricos bovinos se producen
sucesivamente en un ambiente rico en progesterona con el foliculo dominante de la ola
final diferencidndose en foliculo preovulatorio luego de la regresiéon del CL. Si las
concentraciones tipicas de progesterona de la fase Idtea son mantenidas
experimentalmente, el ciclo estral puede extenderse en ondas regulares de crecimiento
folicular y atresia continua (Sirois y Fortune, 1990; Stock y Fortune, 1993). Sin
embargo, las concentraciones subluteales de progesterona circulantes extienden el ciclo
mediante la induccién de un foliculo dominante que permanece mds tiempo que el
normal (persistente). Con insuficiente progesterona para inducir la frecuencia pulsatil de
LH, el foliculo dominante continua creciendo, secretando concentraciones cada vez

mayores de 17 B-estradiol (Sirois y Fortune, 1990; Shaham-Albalancy, 2000).

En estas condiciones, la fertilidad se encuentra dramdticamente reducida (Stock vy
Fortune, 1993; Mihm y col. 1994) presentando inconvenientes en los regimenes de
sincronizacién que dilatan el estro con una terapia progestigena. Una extendida

exposicion a concentraciones subluteales de progesterona induce una prematura
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luteinizacion de las células de la granulosa (Bigelow y Fortune, 1998). El incremento en
la capacidad secretora de 17 B-estradiol de foliculos de dominancia prolongada en un
ambiente hormonal de progesterona subluteal puede ser atribuido a un incremento en la
masa de tejido esteroidogénico recibiendo una frecuente estimulaciéon de LH. En
ausencia de los efectos inhibitorios de las concentraciones de progesterona en una
normal fase litea, los foliculos dominantes persistentes desarrollan una mayor masa de
teca interna que puede producir niveles mayores de andrégenos tras la frecuente
estimulacion de LH. Se detecta entonces, una mayor concentracién de 17 B-estradiol en
el plasma de los animales con este tipo de foliculos, en comparaciéon con los niveles
encontrados en animales con foliculos dominantes normales. El incremento en la
habilidad para producir esteroides sugiere que la prematura luteinizacién en los
foliculos dominantes persistentes puede ser un factor involucrado en la disminucién de

la fertilidad de ovocitos de este tipo de foliculos (Bigelow y Fortune, 1998).

Las concentraciones bajas de progesterona pueden reducir la capacidad del estradiol, ya
sea enddgeno o exdgeno, para inducir un pico preovulatorio de LH y por consiguiente la

ovulacién (Hatler y col., 2008).

Tamano

del

Foliculo Ovocito de baja fertilidad
(mm)

Ambiente de
~ progesterona
Baja
DIBTERCER USO

Dias post IATF

Figura 10: Persistencia del foliculo dominante. (Adaptado de Santos Ramirez, 2013).
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Como se ha descripto previamente, alteraciones en los mecanismos de control
endocrino, autocrino y/o paracrinos, en los que estdn involucradas gran cantidad de
moléculas (hormonas, péptidos, etc.) podrian participar en el desarrollo de quistes
ovdricos a partir de momentos tempranos de la persistencia de los foliculos, resultando
de utilidad emplear modelos de induccion de foliculos persistentes y quistes, para la
evaluacién de los procesos previos a la formacion de los quistes ovéricos en condiciones
mads controladas, pudiendo correlacionar las distintas variables entre la enfermedad de
presentacion espontdnea con lo ocurrido en el modelo experimental. Esto permitird
aumentar el caudal de conocimientos hasta ahora comprendidos en la formacién inicial

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

Planteamos como Hlp()tBSlS general que una alteracién en la expresion de

componentes de la superfamilia de TGF- importantes actores en los mecanismos
autocrinos, paracrinos y endocrinos del ovario, podria afectar el normal desarrollo
folicular, formando parte de la patogenia de trastornos reproductivos de origen ovarico

en bovinos, proponiéndonos por lo tanto, como:
2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la localizacion celular especifica y expresion de los integrantes del sistema
activina/inhibina/foliculostatina, de las isoformas del factor de crecimiento
transformante  (TGF- B) y receptores que podrian participar en la enfermedad quistica

ovarica en bovinos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Desarrollar y caracterizar morfoldgica y endocrinolégicamente un modelo de
persistencia folicular que permita el estudio de los estadios iniciales en la formacién de
quistes.

2. Detectar y cuantificar diferentes componentes de la superfamilia del TGF-§ y
proteinas relacionadas con la transduccion de sus sefiales en las estructuras foliculares
ovéricas de animales con COD inducida mediante ACTH y espontédnea.

3. Detectar y cuantificar diferentes componentes de la superfamilia del TGF-B y
proteinas relacionadas en las estructuras foliculares ovdricas de animales con
persistencia folicular inducida.

4. Realizar inferencias sobre los hallazgos y la posibilidad de la utilizacién de los
modelos como herramientas de estudio de la enfermedad asi como también en el

desarrollo de acciones preventivas y terapéuticas.
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3. Materiales y Métodos

3.1. PROCEDIMIENTOS EFECTUADOS CON ANIMALES

Todos los procedimientos que se llevaron a cabo con animales se realizaron de acuerdo
a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural
Animals in Research and Teaching. Tercera Edicién. Federation of Animal Science
Societies, 2010) y fueron aprobados por el Comité de Etica y Seguridad de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral bajo el nimero 32/2008.
Los animales fueron alojados en corrales adecuados y la alimentacion estuvo basada en

alimento balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad libitum.

3.1.1. COD espontanea

3.1.1.1. Diagnéstico de COD espontanea

Se realiz6 la identificacion de casos de COD espontidnea a través de controles
reproductivos de rutina en rodeos comerciales de la zona, mediante la cooperacién de
numerosos profesionales del drea 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 ultrasonografia
(Transductor lineal transrectal 5 MHz, Honda HS101V, Japén) teniendo en cuenta para

su correcto diagndstico la definicion de COD reportada por Bartolomé y col. (2005).

3.1.1.2. Obtencion de muestras

A partir del diagnéstico de COD y dependiendo del tipo de animal, se tomaron dos tipos
de muestras: ovarios enteros (en vacas con indicacién de rechazo por motivos no
reproductivos) o liquido folicular (en vacas que continuaban en el tambo). La obtencién
de ovarios enteros se efectué mediante ovariectomia bilateral transvaginal, mientras que
la obtencién de liquido folicular se realizé por aspiracion folicular guiada por ecografia,
utilizando la técnica descripta por Seneda y col. (2003), como se detalla mds adelante.

En todos los casos se tomaron muestras de sangre y se confecciond una anamnesis
completa, recabando datos sobre la alimentacion que recibian, condiciones climéticas,
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medidas de manejo, etc., para un posterior andlisis en trabajos paralelos. Ademads, se
tomaron muestras de animales controles, considerdndose de este modo a vacas que, en
comparacion con el caso de COD, tenian el mismo nimero de lactancias, la misma
edad, se encontraban en el mismo momento de la lactancia (dias en lactancia) y en el

mismo lote.

3.1.1.2.1. Aspiracion folicular guiada por ecografia

Para la realizacion de la aspiracion de LF se adapto la técnica descripta por Seneda y
col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtencién de muestras para
estudios moleculares (figura 11). Con este fin, se utilizé un sistema de ultrasonido
digital Chison 8300vet equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado
en una sonda transvaginal para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada
Ltda., Brasil). La misma posee una guia para la colocacién de una aguja calibre 20G con
bisel ecogénico que se conecta por medio de una tubuladura de teflén a tubos
contenedores conicos estériles de 50 ml. Para la aspiracion se empleé una bomba de
vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil) a una presiéon de aspiracion
constante. El dispositivo de aspiracion fue introducido via 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 realiz6 la introduccion de la aguja a través de la pared
vaginal y posteriormente a través de la pared folicular se tomdé la muestra.
Inmediatamente de recolectada la muestra de LF, se procedié a su conservacion a

temperatura de refrigeracion (4-6°C) y traslado al laboratorio para su procesamiento.

Diagnés;ico Preparacién del equipo Anestesia Epidural ~ Técnica de Aspirado Folicular y obtencién de muestras
ecografico

Figura 11: Técnica de aspirado folicular guiado por ecografia. Extraido de Stangaferro, M.L. 2013.

Matiller-48



3. Materiales y Métodos

3.1.1.2.2. Ovariectomia

Una vez realizado y confirmado el diagndstico de COD se procedié a la obtencién de
los ovarios mediante ovariectomia bilateral. Esto se realizé a través de abordaje
transvaginal con el animal en pie (figura 12), para lo cual en primer lugar realizé la
sedacion con 150 mg totales de clorhidrato de ketamina (Ketamina 10%, Alfazan®) y se
efectué anestesia epidural baja con 100 mg totales de clorhidrato de lidocaina
(Lidocaina 2%, Vetue®). En segundo lugar, se realiz6 la limpieza y desinfeccion del

area perineal y de la cavidad vaginal con una solucién de cloroxilenol (5 %).

Figura 12: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal.
(Extraido de Stangaferro, 2013).

Luego se procedi6 a realizar una pequefia incision en el fondo de la vagina (parte dorsal
o techo de la misma) utilizando un bisturi de hoja oculta, perforando ésta y el peritoneo
con la ayuda de un tensor de vagina de tamafio suficiente para introducir una mano
dentro de la cavidad pélvica, localizar el ttero y retrotraerlo, junto con los ovarios,
dentro de la cavidad vaginal (Garnero y Perussia, 2002). Se procedi6 a la seccién y
extraccion de ambos ovarios, ligando previamente por transfixion los vasos sanguineos
que lo irrigan. Finalmente los animales fueron tratados con antibidticos, coagulantes,

antiinflamatorios y antiparasitarios externos.
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3.1.2. COD inducida mediante ACTH

3.1.2.1. Diseiio Experimental

Se utilizaron 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puras por cruza, de entre 15
y 24 meses de edad, fueron examinadas antes del comienzo de la experiencia para
comprobar la normalidad en su tracto reproductor y regularidad de sus ciclos estrales.
Los animales fueron sometidos al protocolo de sincronizacion del ciclo estral Ovsynch
(Pursley y col., 1995) de la siguiente manera: se administraron 100 pg de un analogo
sintético de GnRH (2,5 ml IM de acetato de buserelina, Receptal ®, Intervet, Argentina)
el dia -9, el dia -2 se administraron 150 pg de prostanglandina (PG) (D+Cloprostenol,
Ciclar, Zoovet®) y el dia 0 se realizo la tltima administracion de 100 ug de GnRH. La
ovulacion fue confirmada mediante ultrasonografia (Sirois y Fortune, 1998) luego de la
ultima inyeccion de GnRH y fue designada como dia 1 del ciclo estral (figura 13).

Durante este periodo, los animales no recibieron ningin otro tratamiento.

2

18 OVARIECTOMIA
GRUPO CONTROL

pLE

10 <

Y
Ii-

GnRH  PGF2a GnRH

~40 ~50

OVARIECTOMIA
GRUPO TRATADO

QUISTE FOLICULAR: Foliculo anovulatorio
mayor a 2cm persitente por 10 dias o mas en
ausencia de cuerpo liteo (Silvia et al., 2002)

ACTH
(1mg/12hs x 7 dias)

Figura 13: Protocolo de sincronizacién de celos e induccién de quistes foliculares mediante ACTH.

Los animales fueron distribuidos en 2 grupos al azar: Grupo I (n=6): luego de la
sincronizacién de celos, estas vaquillonas fueron tratadas con 100 UI de ACTH
(Img/ml de Tetracosactido [corticotropina], Synacthen depot, laboratorio Novartis),
cada 12 horas por un periodo de 7 dias seguidos a partir del dia 15 del ciclo estral. El

comienzo del tratamiento (dia 15 del ciclo estral normal) se realizé en el momento del
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ciclo en el que la onda preovulatoria de LH comienza a ser sensible a la inhibicién por
la ACTH exdgena (Liptrap y McNally, 1976; Dobson y col., 2000; Ortega y col., 2008).
Grupo II (n=4): luego de la sincronizacion, este grupo de hembras fue mantenido en
condiciones ambientales idénticas al grupo I y sin tratamiento fueron tratados con agua

destilada en la misma frecuencia que en el grupo I (grupo control).

3.1.2.2. Monitoreo de los cambios ovaricos

Con el fin de monitorear los cambios en el ovario durante el ciclo estral se realizaron
exdmenes diarios mediante tacto rectal y ultrasonografia a las vaquillonas de ambos
grupos hasta la obtencion de las muestras. Para esto, se utilizd6 un equipo de
ultrasonografia Honda HS101V con Transductor lineal transrectal de 5 MHz (Tokio,
Japén). Se tomaron como pardmetros normales de proestro y estro un didmetro medio
de los foliculos ovulatorios de 15-18 mm, ausencia de cuerpo liteo y presencia de tono
uterino, ademas de una duracién media del ciclo estral de 19-21 dias.

Como estructuras quisticas fueron considerados aquellos foliculos con un didmetro
mayor de 20 mm y que persistian durante 10 dias o mds, sin ovular y sin formacion de
cuerpo/s ldteo/s y en ausencia de tono uterino (Silvia y col., 2002; Bartolomé y col.,
2005). Se determiné como primer dia de formacion del quiste al dia en que el foliculo

super6 los 20 mm de didmetro.

3.1.2.3. Obtencion de muestras

Desde el inicio del tratamiento con ACTH y hasta el momento de la ovariectomia se
obtuvieron diariamente muestras de sangre. La extraccién de los ovarios se realizd
mediante ovariectomia bilateral con abordaje por flanco izquierdo con el animal en pie.
En primer lugar se realiz6 la sedaciéon mediante la aplicacion por via subcutidnea de 5 ml
de una formulaciéon combinada de Clorpromazina (5 mg/ml) y Difenhidramina (2
mg/ml) (Stresin LA®, Laboratorio Rio de Janeiro) y luego se realizé anestesia local
infiltrativa segin la técnica de Magda modificada, utilizando 160 ml de clorhidrato de
lidocaina (2 %) (Lidocaina 2%, Vetue®). Se procedi6 realizar una incisién desde dorso-
caudal hacia ventro-craneal de la piel del flanco y los planos musculares que se
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encuentran debajo de la misma, de una longitud suficiente para permitir un buen acceso
a cavidad abdominal. Una vez localizados, ambos ovarios fueron extraidos (ligando
previamente por transfixion los vasos sanguineos que lo irrigan), procediendo luego a la
sutura de los planos musculares y de la piel (Garnero y Perusia, 2002) (figura 14). Al
final de la intervencion, los animales fueron tratados con antibidticos, coagulantes,

antiinflamatorios y antiparasitarios externos.

Figura 14: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo.
(Extraido de Stangaferro, 2013).

3.1.3. Modelo de Persistencia folicular

3.1.3.1. Diseiio experimental

En el desarrollo de este modelo experimental también se utilizaron hembras bovinas de
la raza Holando Argentino, seleccionadas fuera del periodo de lactancia de
establecimientos locales de la zona. Las mismas fueron inspeccionadas antes del
comienzo de la experiencia a fin de confirmar la normalidad en su tracto reproductor y
la regularidad de sus ciclos estrales. Este ensayo se realizé por duplicado de modo de
obtener por un lado muestras de sangre destinadas a mediciones hormonales:
determinacion de pulso y frecuencia de gonadotrofinas, y muestras de LF destinadas a
biologia molecular (n=16) y por otro muestras de ovarios completos destinados a

técnicas histolégicas e inmunohistoquimicas (n=20).
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Los animales fueron aleatoriamente asignados en cuatro grupos experimentales
denominados C (control), P5 (de 5 dias de persistencia folicular), P10 (de 10 dias de
persistencia folicular) y P15 (de 15 dias de persistencia folicular). El dia O del protocolo
estuvo determinado por el inicio de la sincronizaciéon del ciclo estral en todos los
animales para lo cual se utiliz6 un protocolo adaptado del denominado G-6-G-Ovsynch,
previamente descrito (Pursley y col., 1995; Bello y col., 2006), que consiste en la
administracion en el dia O de una dosis de 150 pug de PG, seguida de una segunda dosis
a las 12 horas para asegurar la completa lutedlisis (Hatler y col., 2008). El dia 2 se
administraron 20 pg de un andlogo sintético de GnRH (Buserelina) y el dia 8,
correspondiéndose con el comienzo del Ovsynch, se administré una segunda dosis de
esta hormona. Finalmente se inyectaron dos dosis de PG separadas por 12 hs. el dia 15.
El dia 16 a los animales de los grupos experimentales PS5, P10 y P15 se les colocaron
dispositivos intravaginales de liberacion lenta de progesterona de 750 mg para
conseguir concentraciones subluteales de dicha hormona (1-2 ng/ml) segin lo descripto
por Bigelow y Fortune (1998). Estos dispositivos permanecieron hasta los 5, 10 y 15
dias de persistencia, segtin el grupo; momento en el que se realiz6 la ovariectomia para
la realizaciéon de la caracterizacion histolégica. El grupo control permanecié sin
tratamiento y dichos animales fueron sometidos a ovariectomia en proestro. En la figura
15 se esquematizan los disefios de los tratamientos hormonales, el monitoreo y las

tomas de muestras vinculados al modelo.

_ Controles {Grupo €2}
Uhrasonila Grupas Tratados PS, P10y P15 |

Controles {Grupo C1} 4
Tratados{Grupas PS, P10y P15}

Hpico fodos 2h para A8k} —
[

Mimestras de sangre
LH paslso fiodos 12 minpara 8 hj ] - = -
E“"""“"";’] Esteroides y FSH(diario) |
Tratamienins PaF2e GniH GoRtH PGF2a P P4 P4
d od 7d d
— : : |
a0 ds d10 s
L m‘ll J
Sincronizacin o +| . Tiemporelativo a b ovulaciin en contrales {persstendia)
en controles

Figura 15: Representacion de los tratamientos y el monitoreo del modelo de persistencia folicular.
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3.1.3.2. Monitoreo de los cambios ovaricos

Durante el protocolo descripto, se realiz6 el seguimiento ecografico el desarrollo de
foliculos con hasta 15 dias de persistencia en todos los animales tratados. Para la
determinacion del momento de ovulacién en el grupo control o la falla de la misma en
los grupos tratados se procedid a la realizacion de ecografias ovéricas cada 12 hs.

Los foliculos se observaron como estructuras anecogénicas presentes permanentemente
en la misma posicién y ovario, comprobandose el crecimiento de las mismas mediante

palpacion rectal y ultrasonografia (figura 15).

3.1.3.3. Obtencion de muestras

Se realiz6 la toma de muestras de sangre diaria durante todo el protocolo y con mayor
frecuencia para la determinacion de pico de LH (cada 2 horas) y frecuencia de pulsos de
gonadotrofinas (cada 12 minutos) en dias especificos del protocolo (momento esperado
de ovulacién para animales control).

Para la identificacion del pico preovulatorio de LH en 4 animales controles y 4 tratados,
se tomaron muestras de sangre cada 2 hs. a partir de las 72 hs. posteriores a la
administraciéon de la primera dosis de PG (dia 15) hasta las 120 horas. Para la
determinacion de la actividad pulsétil de LH en los animales (controles n=4; tratados
n=4), se tomaron muestras de sangre cada 12 minutos por 8 h durante la fase folicular
(48-56 h post PG) (fig. 16) y durante el periodo de persistencia folicular en los grupos
tratados los dias 24 (dia 5 de persistencia, P5, n=4), 29 (dia 10 de persistencia, P10,
n=4) y 34 (dia 15 de persistencia, P15, n=4) (figura 15).

Ademads desde el dia 16 hasta el dia 34 se tomaron muestras de sangre diarias en todos
los animales para la medicién de hormonas esteroideas y gonadotrofinas, y se realizaron
ecografias para poder observar, medir y registrar en imdgenes los foliculos persistentes

(figuras 16 y 17).

Figura 16: Imagen ecogréfica que
demuestra un foliculo persistente en el momento
previo a su aspiracién en el dia 15 de permanencia.
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DIA15 0l

, , DIA 34 0D
DIA21 0D DIA 24 0D DIA 26 OD DIA310D  Aspiradofolicular

Figura 17: Secuencia de imdgenes ecogréficas que muestran el desarrollo folicular en un animal del grupo
tratado con 15 dias de persistencia que evoluciond hasta el estadio de quiste. OI: Ovario Izquierdo, OD:
Ovario Derecho, CL: Cuerpo Liiteo.

La obtencién de las muestras de sangre de los animales de los grupos experimentales se
hizo a través de la colocacion en la vena yugular de un catéter endovenoso permanente.
Una vez obtenidas las muestras fueron inmediatamente colocadas en estufa a 37°C
durante 1 hora y luego refrigeradas a 4-6°C por 2 horas para favorecer la retraccion del
coagulo. Posteriormente fueron centrifugadas a 1500g por 15 min. El suero obtenido
separado y fue conservado a -20 °C.

La actividad ovdrica fue verificada por ecografia (Transductor lineal transrectal 5 MHz,
Honda HS101V, Jap6n) para corroborar la respuesta a los tratamientos durante el G6G-
Ovsynch (dias 0, 2, 8 y 15) y diariamente durante el periodo experimental (dias 16 al
34) para una completa descripcion de la actividad ovarica durante el periodo de
persistencia folicular. Se tomaron imdgenes de las estructuras de interés para su
posterior evaluacion.

Finalmente se realiz6 el aspirado folicular guiado por ecografia de los animales a los 5
(P5), 10 (P10) y 15 (P15) dias de persistencia folicular y en el proestro de los animales
del grupo control (C). Para ello, se utiliz6 la misma técnica de aspiracion descripta
anteriormente en la toma de muestras del modelo de COD espontdnea. Inmediatamente
de recolectado el liquido folicular rico en células de la granulosa, se procedié a su
conservacion a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y traslado al laboratorio para su

procesamiento para la separacion de las células de la granulosa del resto del liquido
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folicular mediante centrifugacion. Las células se conservaron a -80°C hasta su
procesamiento en otros estudios. El liquido folicular se almacené a -20°C.
En la repeticion del ensayo se obtuvieron muestras de sangre y de los ovarios mediante

la técnica de ovariectomia por abordaje transvaginal previamente descripta (Garnero y

Perussia, 2002).

3.1.4. Quistes ovaricos bovinos obtenidos en playa de faena

En el frigorifico, se procedi6 a la recoleccidon de ovarios con foliculos terciarios y con
foliculos compatibles con la descripcion de quistes foliculares (Bartolomé y col., 2005),
dentro de los 20 minutos de sacrificio de los animales (figura 18). Los ovarios se
obtuvieron de hembras bovinas de raza Holando Argentino, evaluadas visualmente
como vacas no prefiadas, sin la presencia de anormalidades macroscépicas del sistema

reproductivo.

]

-

R I Ty
1 2 8 4

PO o - ot MR

Figura 18: Ovarios provenientes de playa de faena. A: ovarios sanos con foliculos terciarios grandes y
CL. B: ovarios con estructura quistica de didmetro superior a 30 mm en uno de ellos.
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3.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Los ovarios y el LF provenientes de animales con COD espontdnea diagnosticada a
campo, procedentes de ambos modelos experimentales y remitidos desde la playa de
faena, fueron procesados en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada

del ICiVet Litoral (UNL-CONICET).

En la figura 19 se muestra un esquema de las muestras que arribaron al laboratorio.

- COD espontanea
Ovariectomia: _ * COD inducida

* Persistencia Folicular
= Frigorifico
* Controles

Ovarios enteros

COD espontanca
= Persistencia Folicular
» Frigorifico
= Controles

COD espontaneca
» COD inducida
» Persistencia Folicular
* Controles

Figura 19: Esquema de la procedencia de las muestras destinadas a distintos estudios.

En el laboratorio, las muestras se procesaron a partir del material proveniente del campo
y del modelo experimental, sobre las cuales se realizaron posteriormente todas las
determinaciones:

a) Muestras de LF, obtenidas por aspiracion folicular guiada por ecografia en quistes
diagnosticados a campo, en foliculos persistentes y en foliculos preovulatorios
controles, o mediante jeringa y aguja en foliculos intactos de ovarios enteros obtenidos
por ovariectomia (quisticos o controles) y en frigorifico. El LF recolectado fue
conservado a -20°C y destinado a mediciones hormonales. En cuanto a las muestras
provenientes de playa de faena el LF fue obtenido por aspiracién mediante aguja 25G,
acoplada a jeringa de 1 ml y conservado de igual manera que en los casos anteriores.

b) Muestras de pared folicular, tanto de quistes foliculares (espontdneos o inducidos), de
foliculos persistentes, como de foliculos sanos (en los animales control), incluyendo:

foliculos terciarios pequefios menores a 5 mm de didmetro; foliculos terciarios
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medianos entre 5 y 10 mm de didmetro; y foliculos terciarios grandes mayores a 10 mm
(n=10 en todos los casos) (Parrott y Skinner, 1998). Todas estas muestras fueron
conservadas a -80°C hasta su procesamiento (extraccion de proteinas para la técnica de
western blot y de ARN total para otros estudios).

c¢) Los ovarios enteros (de animales con COD espontdnea, con persistencia folicular o
controles), luego de la extraccién de las muestras de pared folicular y de LF, fueron
reducidos y fijados en formaldehido bufferado (10%) durante 8-12 hs a 4°C y se
procesaron siguiendo protocolos de rutina para su inclusién en parafina.

d) La sangre fue procesada para obtener suero, el cual fue conservado a -20°C. Esto
permitié, caracterizar los modelos experimentales utilizados y evaluar las
modificaciones endocrinas existentes durante el desarrollo de los mismos asi como de

los animales con diagndstico de COD espontdnea.

3.2.1. Procesamiento de las muestras para técnicas histologicas

Todas las muestras de tejidos obtenidas por ovariectomia asi como las provenientes de
frigorifico fueron procesadas mediante técnicas histologicas de rutina. Luego de la
fijacion las muestras fueron lavadas en buffer fosfato salino (PBS) y procesadas
siguiendo protocolos histoldgicos de rutina para efectuar la inclusién en parafina
(Salvetti y col., 2010).

Se efectuaron cortes seriados de 4um de espesor con un micrétomo rotativo, las que se
montaron en portaobjetos previamente tratados con 3- aminopropyl-triethoxysilane
(Sigma, USA), y luego se secaron en estufa a 37°C durante 24 horas. Para hacer una
caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia general se utiliz6 la coloracién de

hematoxilina-eosina.

3.2.2. Procesamiento de las muestras para western blot

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de los distintos
tipos de foliculos terciarios pequefios y grandes sanos y foliculos quisticos provenientes
de frigorifico, las que fueron colocadas en buffer RIPA (del inglés:

Radioimmunoprecipitation assay buffer) con inhibidores de proteasas y
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homogeneizadas con un homogeneizador de mano Ultra Turrax®. El sobrenadante se
obtuvo luego de centrifugar las muestras a 14.000g en centrifuga refrigerada durante 20
minutos. Una vez obtenidos los extractos de proteinas se determind la concentracidon
proteica de cada muestra mediante el método fluorimétrico (Quant-iT Protein Assay Kit,
Qubit, Invitrogen, Nueva York, Estados Unidos). Previamente a las lecturas, se utilizé

un patrén de referencia para realizar la curva de calibrado.
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3.3. CUANTIFICACION DE HORMONAS EN SUERO Y
LIQUIDO FOLICULAR

Las concentraciones de 17 B-estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en suero y
liquido folicular de animales control y de aquellos con COD inducida y espontdnea
fueron evaluadas mediante kits de ELISA (Estradiol EIA, DSL-10-4300; Progesterone
EIA, DSL-10-3900; Testosterone EIA, DSL-10-4000; Cortisol DSL-1-200; Diagnostic
Systems Laboratories, Webster, TX, USA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 7 pg/ml para 17 B-estradiol, 0,13 ng/ml de
progesterona, 0,04 ng/ml para la testosterona, y 0,10 mg/dl para el cortisol.

Para el modelo de persistencia folicular, las concentraciones de 17 B-estradiol,
progesterona y testosterona en el suero y liquido folicular, se midieron por ECLIA
(inmunoensayo de electroquimioluminiscencia) kits (Roche Diagnostics GmbH,
Alemania) en un sistema E411 COBAS (Roche Diagnostics), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 5 pg / ml para 17 -
estradiol, 0,03 ng / ml para la progesterona y 0,02 ng / mL para la testosterona.
Ademds, los niveles plasmaticos de FSH y LH se determinaron por radioinmunoensayo
(RIA) utilizando el kit proporcionado por NIDDK (EE.UU.) como se describe y
validado previamente (Lacau-Mengido y col.,, 2000; Ortega y col.,, 2004). Los
coeficientes de variacion Intra e inter-ensayo para LH y FSH fueron menos del 8% y
12%, respectivamente. Las concentraciones detectables minimos fueron 0,16y 1,18 ng /
ml de suero para LH y FSH, respectivamente. Las concentraciones de 17-
hidroxiprogesterona en el suero y liquido folicular, se midi6 por un RIA competencia
disponible comercialmente sin extraccion (Immunotech, Marsella, Francia) con una
sensibilidad de 0,046 ng / ml.

Para la validacion de los esteroides ECLIA y RIA, el liquido folicular agrupado y suero
de vacas ovariectomizadas se hicieron esteroides libres por tratamiento con carbon

vegetal (McNeilly y col., 1991).
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3.4. DETECCION Y CUANTIFICACION DE MIEMBROS DE TGF-p

3.4.1. Inmunohistoquimica simple

Mediante esta técnica se logro la identificacion in situ y cuantificacion de las siguientes
proteinas: TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, activina, inhibina y foliculostatina; TGF-BRI,
TGF-BRII, y ACVRIIB en tejido ovdrico proveniente de animales con COD

espontdnea, asi como de los modelos experimentales, utilizando anticuerpos especificos

disponibles comercialmente, detallados en la tablas 2 y 3.

Ligandos
TGF-B1

TGF-f2
TGF-B3
Activina

Inhibina

Foliculostatina

Receptores
ARIIB

TGF-BRI

TGF-BRIII

Policlonal

Policlonal
Policlonal

Monoclonal
E4

Monoclonal
R1

Policlonal

Monoclonal
I8G2A

Policlonal

Policlonal

Santa Cruz (Sc-
146)

Santa Cruz (Sc-90)
Santa Cruz (Sc-83)

Serotec
(MCA950ST)

Serotec
(MCA9515T)

Abcam
(ab 64490)

Abcam
(ab 76940)

Abcam
(ab31013)

Abcam
(ab28366)

1:25

1:200
1:200
1:50

1:75

1:100(Casos Espontdneos,
Inducidos y controles) 1:400
( Casos Persistentes y
controles)

1:800

1:25

1:50

si

si
no

si

si

no

no

si

si

Tabla 2: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados y las condiciones de uso en la técnica de

inmunohistoquimica.

Las inmunodetecciones se realizaron sobre cortes de 4 pum de espesor, siguiendo el

protocolo descripto previamente por Salvetti y col. (2010), segin se detalla a

continuacion:
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1- Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada
uno.

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

3- Hidratacién en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

4- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizo en un horno de microondas de uso
doméstico (potencia méxima 800W). Como solucién de recuperacién se usé buffer
citrato 0,01M pH 6,0. Los cortes fueron colocados en un coplin sumergido en un
recipiente con agua, y fueron sometidos a la siguiente secuencia de recuperacién: 3

minutos a 100% de

IgG anti-rabbit LETH AM-B1 1:100 COD Inducida,
Biotinilado Espontaneay Control:
TGF-B 1, TGF-B2, TGF-
33 y Foliculostatina.

IgG anti-mouse LETH AR-B1 1:100 COD inducida,
Biotinilado espontaneay control:
Activina,
Inhibina,

Secundario Cytoscan - COD inducida,

Universal HRP- Detection System- espontaneay control:
Cell Mark Receptores:
TGF-BRI, TGF-BRIII,
ARIIB,
Persistenciay control:
TGF-B1, Activina,
Inhibinay
Foliculostatina.

Tabla 3: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de inmunohistoquimica de

acuerdo a los grupos experimentales.
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potencia, 6 minutos al 40%, recarga del coplin con agua destilada, 6 minutos al 40 %
y 20 minutos dentro del microondas apagado. Este tratamiento se utilizé para ciertos
anticuerpos segun se detalla en la tabla 2.

5- Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras
durante 10 minutos en una solucién al 3% de peréxido de hidrégeno en metanol
absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de peréxido de hidrégeno a los 10
minutos.

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

7- Bloqueo de los sitios de unién no-especificos incubando 20 minutos a temperatura
ambiente en cdimara himeda con una solucién de suero normal de cabra al 5%.

8- Incubacién con anticuerpo primario: se usé el anticuerpo de interés, segin la proteina
a detectar (tabla 3) en la dilucién adecuada toda la noche a 4°C (en heladera). Para los
controles de especificidad se sustituy6 el anticuerpo primario por suero normal de cabra.
9- Después de la incubacién con el anticuerpo primario la cdmara se retird de la
heladera y se dejé a temperatura ambiente durante 10 minutos.

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

11- Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado monoclonal o policlonal (segtin
corresponda y en la dilucidn apropiada), o con el secundario Universal del kit Cytoscan
HRP Detection System, durante 30 minutos a temperatura ambiente (tabla 4).

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

13- Incubacién con complejo streptavidina (Cytoscan HRP Detection System Cell
Mark) o extravidina (SIGMA-dilucién 1:200)-peroxidasa durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

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

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

16- Se realizaron dos lavados con agua destilada, de 5 minutos cada uno. Luego se
realizé la coloracién de contraste con hematoxilina activada (Biopur®), deshidratacion
y montaje con bdlsamo natural de Canadd (Canadax, Biopur®) y cubreobjetos

apropiados.

En aquellos ensayos donde se emplearon los anticuerpos primario anti-TGF-B3 y anti-

foliculostatina se realiz0 una modificacion a la técnica de rutina, omitiendo la
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recuperacion antigénica. En el caso de inhibina, se utiliz6 un anticuerpo primario que se
une a la fraccion a de dicho dimero, mientras que para activina se recurrié a un
anticuerpo que se une a la fraccion PA. La marcacion obtenida en cada caso, se
cuantificé en las capas de células de la granulosa y de la teca interna.

Se digitalizaron imédgenes de cada una de las capas de la pared folicular de foliculos
primarios, secundarios, terciarios y atrésicos en todos los grupos experimentales y los
foliculos quisticos en los grupos COD inducida mediante ACTH y espontdnea. Para la
evaluacién de los receptores se omitieron los foliculos atrésicos. En los grupos de
persistencia folicular se evaluaron los foliculos terciarios de todos los grupos asi como

los foliculos persistentes de los grupos de 5, 10 y 15 dias de persistencia.

3.4.2. Western blot

Esta técnica fue utilizada para la determinacién de la especificidad de los anticuerpos
utilizados y para la semicuantificacion de las diferentes isoformas de foliculostatina. Se
realiz6 la electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida (acrilamida-
bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
El tamano del poro para el gel de resolucidén se correspondié con una concentracion de
acrilamida del 12%. Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de foliculos
terciarios pequefios, grandes y quisticos (Parrott y Skinner, 1998).

Se prepararon las muestras diluyendo 1:2 con buffer de muestra en condiciones
reductoras para SDS-PAGE, y posteriormente se incubaron en bafio termostatico a 95°C
por 5 minutos. Se utilizé una cuba vertical y el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 %
de SDS, pH 8,3. Segin los valores obtenidos de la cuantificacién por fluorimetria, se
sembraron 40 pg de proteinas y se realizo la electroforesis a 25 mA para el gel de
apilamiento, y se continué a 50 mA hasta la visualizacién del frente de corrida en el
borde inferior del gel de resolucién. Los marcadores de peso molecular (PM) que se

utilizaron se detallan en la figura 20.

Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteinas separadas en el
gel, se empled la solucién de transferencia tamponada Towbin modificada, compuesta
por Tris-Glicina y 20 % de metanol. Dicha transferencia se realizé en frio, a 100V
durante 2 horas y 30 minutos, condiciones utilizadas para todos los casos. Al término de

este periodo se colored la membrana con el colorante Rojo Ponceau para ver la
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Figura 20: Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro (Rainbow™, RPN8OOE, GE
Healthcare).

efectividad de la transferencia. Una vez verificada, se procedié al lavado de la

membrana y posterior guardado de la misma a 4-6°C hasta proceder a la

inmunodeteccidn de las proteinas detalladas en la tabla 4.

Para la inmunodeteccion de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa se empled

el siguiente protocolo:

1. Bloqueo los sitios de unién inespecificos con TBS-T leche 5 %, 1 hora a temperatura

ambiente y en agitacion.

2. Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:

e Dos lavados répidos

e Un lavado de 15 minutos

e Dos lavados de 5 minutos

3. Incubacién con el anticuerpo primario durante toda la noche en heladera. Para la

dilucién del anticuerpo primario se utiliz6 buffer de bloqueo.

Matiller-65



3. Materiales y Métodos

Anticuerpos Clon Proovedor Dilucién
Primarios comercial
Ligandos
TGF-B1 Policlonal Santa Cruz 1:200
(Sc-146)
TGF-B2 Policlonal Santa Cruz 1:200
(Sc-90)
TGF-B3 Policlonal Santa Cruz 1:200
(Sc-83)
Activina Monoclonal Serotec 1:100
E4 (MCA950ST)
Inhibina Monoclonal Serotec 1:50
R1 (MCA9515T)
Foliculostatina Policlonal Abcam 1:100
(ab 64490)
Actina (JLA20) Monoclonal DHSB 1:100
NS1
Receptores
ARIIB Monoclonal Abcam 1:1000
IgG2A (ab 76940)
TGF-BRI Policlonal Abcam 1:15
(ab 31013)
TGF-BRIII Policlonal Abcam 1:25
(ab28366)

Tabla 4: Detalle de los anticuerpos primarios utilizados en la técnica de western blot.

4. Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:

e Dos lavados répidos

e Un lavado de 15 minutos

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

uso de estos anticuerpos estdn descriptos en la tabla 5.
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Anticuerpos Proovedor Dilucién
Secundarios comercial
IgG anti-rabbit LETHAM-B1 1:2000
Biotinilado
IgG anti-mouse LETHAR-B1 1:1000
Biotinilado

Tabla 5: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de western blot.

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

11. Secado de la placa a temperatura ambiente.

Para la evaluacién de posibles variaciones en la expresion de las isoformas de
foliculostatina en foliculos ovdricos de bovinos con COD se detectaron las bandas
correspondientes a las isoformas de 31, 35, 37, 41 y 65 kDa en muestras de pared de
foliculos terciarios controles pequefios, medianos y grandes, y de quistes de animales
con COD bovina. Se procedié de la misma forma que para la determinacién de
especificidad detectando foliculostatina y utilizando B-actina como normalizador. En la
tabla 4, mostrada anteriormente, se describen los anticuerpos primarios utilizados para

este fin.

Matiller-67



3. Materiales y Métodos

3.4.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los niveles de Inhibina B en suero y LF fueron cuantificados mediante un kit de ELISA
comercial de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Inhibin-B Gen II; Beckman
Coulter). Previo a la realizacién del ensayo, todas las muestras LF, de foliculos
terciarios y quistes foliculares, se diluyeron 1:10 en suero fetal bovino. Las muestras de
LF, de suero (sin diluir) asi como los patrones fueron colocados en los pocillos de la
placa, a continuacién se coloco buffer de ensayo especifico del kit y se incubé todo a
temperatura ambiente durante 2 horas. Luego del lavado, se colocd el anticuerpo
conjugado con biotina y se incubd durante 1 hora. Finalmente, luego de los lavados
correspondientes, se colocd estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa y se
realiz6 una incubacién durante 30 minutos. La reaccion fue evidenciada mediante el
revelado con una solucién de TMB como cromdgeno, el cual fue incubado durante 15
minutos. La reaccion fue detenida por la incorporacién de H,SOy y se realizo la lectura
a 450 nm con un lector de ELISA (Multiskan Lab Systems, Inc.). El limite de detecciéon
del kit es de 2 pg/ml; y los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 8 y

4% respectivamente.

3.4.4. Analisis digital de imagenes

Las imégenes de los preparados histologicos fueron digitalizadas mediante una cdmara
color de video CCD (Motic 2000, Motic China Group, China) montada a un
microscopio de luz convencional (Olympus BH-2, Olympus Co., Japén), utilizando un
objetivo de 40x de aumento. La resolucion de las imdgenes fue establecida en 1200 x
1600 pixeles. La evaluacion de las mismas fue realizada con el analizador digital de
imagenes Image Pro-Plus 3.0. El drea inmunohistoquimicamente marcada se calcul6 a
través de la segmentacion de colores seleccionando los objetos con reaccién marrén
moderado/intenso (dada por la reactividad del cromodgeno utilizado) como rango
positivo. Dicha coloracion fue elegida con una sensibilidad de 4 (médximo 5).
Posteriormente fue aplicada una mdscara para la separacion permanente de los colores y
se realizé un histograma para determinar el porcentaje del drea marcada sobre el drea

total evaluada, tal como fue descripto en trabajos previos (Salvetti y col., 2010).

Matiller-68



3. Materiales y Métodos

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas con un
escaner de oficina (HP Officejet J5700) con alta resolucion (600 dpi) y formato tiff. El
andlisis de estas imdgenes mediante el programa Image Pro-Plus 3.0 se realizé
normalizando los valores de densidad dptica integrada (DOI) de cada banda obtenida
para cada isoforma de foliculostatina, en relacion a la inmunomarcacién observada para
la proteina normalizadora, B-actina en esa misma placa. Esos valores fueron los
empleados para el andlisis estadistico posterior y determinacién de las diferencias

significativas.
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3.5. EVALUACION ESTADISTICA

Antes de iniciar el andlisis estadistico se comprobd la normalidad de la poblacién de
datos evaluados y homogeneidad de la varianza.

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS 11.0.1
para Windows. La concentracidn sérica de hormonas en los distintos grupos de animales
durante la induccién de los modelos (COD inducida mediante ACTH y persistencia en
relacion a sus respectivos controles) fue estudiada mediante andlisis multivariante de
varianza (MANOVA) para determinar los efectos del tiempo y del tratamiento y la
interaccion tiempo por tratamiento.

Los niveles hormonales en suero y liquido folicular en los distintos grupos de animales
(COD inducida mediante ACTH, COD espontanea, persistencia, en relacién a sus
respectivos controles) al momento de la toma de muestras, fueron comparados mediante
andlisis de la varianza (ANOVA), y como andlisis posterior se aplico el post-test de
Duncan. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue p <0,05.

Para evaluar en los casos de COD la expresion proteica mediante inmunohistoquimica,
se realizé un andlisis de la varianza de los datos aplicando pruebas paramétricas para
varios grupos (ANOVA), y como andlisis posterior se aplicé el post-test de Duncan. Se
analizaron por separado las estructuras foliculares andlogas (foliculos primarios,
secundarios, terciarios, atrésicos y quisticos). También se compararon los quistes
(inducidos o espontdneos) con los foliculos terciarios y atrésicos del grupo control
(como estructuras similares de referencia). Para el modelo de persistencia se realizé el
andlisis estadistico de la inmunomarcacion de foliculos terciarios y persistentes de los
distintos grupos planteados aplicando ANOVA y como post-test: Duncan. Ademds se
compararon las estructuras terciarias y persistentes para cada grupo experimental
mediante el t Student. Los valores se expresaron como el promedio * el desvio estindar
(DE). Por otro lado, se realiz6 Dunnet para comparar los foliculos terciarios controles
contra el resto de las estructuras.

Finalmente, la evaluacion de inhibina en liquido folicular y suero mediante ELISA se
realiz6 utilizando la prueba t-Student para comparar los valores de animales controles y
animales con COD y mediante ANOVA para los grupos de persistencia folicular y su

respectivo control. Para todos los andlisis, p<0,05 fue considerado significativo.
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4.1. RESULTADOS DE PROCEDIMIENTOS EFECTUADOS CON ANIMALES

4.1.1. Diagnoéstico y obtencion de muestras provenientes de casos de COD

espontanea

Se obtuvieron ovarios con quistes espontdneos de 10 vacas Holando Argentino en
lactancia. Estos foliculos quisticos presentaron un didmetro promedio de 35+6 mm con
una morfologia compatible a la descripta en la bibliografia (Silvia y col., 2002;
Wiltbank y col., 2002; Bartolomé y col., 2005; Vanholder y col., 2006). Esto fue
definido mediante diagndstico ecografico y tacto rectal.. Todas las vacas diagnosticadas
con COD a campo presentaban foliculos dnicos o multiples, pared folicular menor a 3
mm, ausencia de cuerpo liteo y falta de tono uterino. MicroscOpicamente también
fueron observados foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo foliculos
primarios, secundarios, terciarios y atrésicos y, en todos los casos, ausencia de tejido
luteal activo. Las capas granulosa y teca presentaron células aparentemente sanas, sin
procesos degenerativos. La persistencia de los foliculos quisticos en estas vacas fue
imposible de determinar de manera exacta, pero se estima en mds de 10 dias debido a la
falta de tono uterino a la palpacién rectal (Bartolomé y col., 2005). A nivel
microscopico, este hecho quedé reflejado en la capa de células de la granulosa, donde
algunos quistes presentaron ausencia total o parcial de dicha capa debido al
envejecimiento folicular como consecuencia de una persistencia muy prolongada. Cabe
aclarar que las evaluaciones histolégicas e inmunohistoquimicas se realizaron solamente
en los foliculos quisticos que presentaban células de la granulosa (figura 21). Estos
resultados ya han sido publicados previamente (Amweg y col., 2013).

Se obtuvo informacién brindada por el personal de los establecimientos que colaboraron
con sus animales en el ensayo: edad, nimero de lactancias, padre, madre, produccion de
leche, fecha del tdltimo parto, produccién de la lactancia anterior, fecha del dltimo celo,
condicidén corporal, patologias, fecha de diagndstico del quiste, época del afio, intervalo
parto-diagndstico, hallazgos a la ecografia, tratamiento, respuesta al tratamiento y
relacion Energia/Proteina de la dieta. Dichos datos fueron destinados a estudios

paralelos a la presente tesis.
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Por otro lado pudieron obtenerse muestras de LF de quistes foliculares de animales con
COD espontdnea de 15 animales y muestras de LF de foliculos preovulatorios de 10
animales controles. Estas muestras se destinaron a la evaluacion de los perfiles

hormonales.

Figura 21: (A) Ovarios de una vaca con COD espontdnea obtenidos mediante ovariectomia bilateral.
(B) Imagen ecogréfica de un quiste espontdneo en el momento de la aspiracién folicular guiada por
ecografia.

4.1.2. Induccion de la enfermedad quistica ovarica mediante ACTH

Las determinaciones hormonales y la caracterizacion morfolégica de los ovarios
provenientes del modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior (Salvetti
y col., 2010) y publicados en revistas de alto impacto (Amweg y col.,, 2013). La
induccion exitosa de COD por ACTH fue confirmada por la morfologia ovérica y la
concentracion hormonal. Todos los animales tratados con ACTH respondieron a dicho
tratamiento con la formacién de un quiste folicular con una capa completa de células de
la granulosa. El dia inicial de la deteccion del quiste fue en promedio 26 + 3 mm y el
didmetro promedio al momento de la ovariectomia fue de 25 + 2 mm. Estos foliculos
quisticos se mostraron a la ecografia como estructuras ovdricas uniformemente
anecogénicas, con una pared < 3 mm en ausencia de un cuerpo liteo. Ademads, mediante
palpacion rectal pudo corroborarse la falta de tono uterino. Microscopicamente fue
evidenciada la presencia de estructuras foliculares en crecimiento, foliculos en
diferentes estadios de atresia y la ausencia en todos los casos de tejido luteal (figura 20).
El monitoreo ecografico diario durante un ciclo estral completo en animales control
revel6 una dindmica folicular normal y permitié la toma de muestras de sangre para las

distintas determinaciones hormonales. Cuando se realiz6 la sincronizacidén de celos de
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estos animales (como parte del protocolo ya descripto), el foliculo ovulatorio fue
detectado el dia 15 y su didmetro promedio fue de 12 + 2 mm al momento de la
ovariectomia (dia 18 aproximadamente). Histolégicamente, los ovarios exhibieron
foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo primarios, secundarios y terciarios,
asi como foliculos atrésicos y un cuerpo liteo en regresion.

Se realiz6 una comparacion del tamafio folicular entre foliculos preovulatorios (grupo
control), quistes inducidos mediante ACTH (grupo COD inducida) y quistes
espontdneos (grupo COD espontdnea) que permitié establecer la existencia de
diferencias significativas en dicho pardmetro, siendo los quistes espontdneos los que
presentaron el mayor tamafio al momento de la ovariectomia o aspiracion folicular,
seguidos por los quistes inducidos con ACTH vy finalmente, por los foliculos

preovulatorios (Figura 22).

Figura 22: Caracteristicas
morfoldgicas de los foliculos
preovulatorios y quisticos al

momento de la extraccién

mediante ovariectomia. Se
observa el didmetro folicular
promedio, imigenes de
ultrasonido y caracteristicas
histolégicas. Las barras con
letras diferentes son
significativamente diferentes
(p <0 ,05). G: granulosa; TT:

Diametro folicuar
mm

Ultrasonido

R teca interna, TE: teca externa.
Q
Qo
(&)
()
()
—
O
=
Foliculo Preovulatorio Quiste inducido Quiste espontaneo
(Control)

Las determinaciones hormonales y la caracterizacion morfolégica de los ovarios
provenientes del modelo experimental, corroboraron la condicion hormonal descripta en

la bibliografia (Amweg y col., 2013).
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4.1.2.1 Niveles de hormonas esteroides durante la induccion

Las muestras de sangre que fueron tomadas diariamente en animales control durante un
ciclo estral completo previo al tratamiento y en animales tratados con ACTH durante el
tratamiento y hasta una semana después de la finalizacién del mismo, revelaron un
efecto significativo del tratamiento y del tiempo en todos los niveles y para todas las
hormonas y una interaccién tiempo por tratamiento para 17 B-estradiol, progesterona y
cortisol (figura 23).

Las concentraciones de 17 B-estradiol fueron significativamente mayores durante el
tratamiento en animales tratados con ACTH (dia 15 a 18). En el comienzo del
subsecuente ciclo estral (dias 23 a 28), las concentraciones de dicha hormona en
animales control disminuyd, mientras que en los tratados continu6 aumentado
significativamente. En animales tratados, los niveles de progesterona se incrementaron
significativamente al final del tratamiento (dias 17 a 20), mientras que en los controles
la progesterona aument6 a partir del dia 22, probablemente debido a la formacién de un
nuevo cuerpo ldateo luego de la ovulacion. La testosterona mostrd un perfil similar en
ambos grupos hasta el dia 27, momento en el cual los animales del grupo control
presentaron un incremento significativo en su concentracion. Por tltimo, lo niveles de
cortisol fueron significativamente mayores durante el tratamiento con ACTH en el
grupo tratado (dias 15 a 21), disminuyendo a valores similares a los del grupo control a

partir del dia 23.
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Figura 23: Concentraciones séricas de 17p-estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en animales de
los grupos control y tratados con ACTH durante el protocolo experimental. Los resultados expresan la
media + SEM. Los datos se analizaron de acuerdo al tiempo transcurrido después del dia de la ovulacién
(dia 1) en el ciclo anterior a la sincronizacion (grupo control) y durante la aplicacién de ACTH (grupo
tratado). D: efecto de dias del experimento; T: efecto del tratamiento; D*T: efecto de interaccién entre
dias y tratamiento. Los valores con superindices indican diferencias (*p<0,05 y ** p<0,01) entre los
grupos tratado y control.
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4.1.2.2. Concentracion de hormonas esteroides en suero y liquido folicular al

momento de la ovariectomia.

Los niveles de 17 B-estradiol, progesterona, testosterona y cortisol, en suero y LF
obtenidos al momento de la ovariectomia de los animales del grupo control, tratados con
ACTH y de animales con quistes espontdneos, fueron cuantificados y los resultados se
muestran en la figura 24. Los animales del grupo control evidenciaron una
concentracion significativamente mayor de progesterona en suero, aunque en
concentraciones subluteales (<1ng/ml). No existieron diferencias significativas en las
concentraciones de 17 B-estradiol y cortisol, mientras que los niveles de progesterona
mostraron una tendencia a aumentar (p=0,06) en suero de animales con quistes
espontdneos en comparacion con animales del grupo tratado. En LF, las concentraciones
de 17 B-estradiol fueron similares en todos los grupos, con una tendencia a disminuir en
quistes inducidos con ACTH en relacién a los foliculos preovulatorios (p=0,055). Los
niveles de progesterona fueron significativamente menores en los quistes espontdneos e
inducidos con respecto a los foliculos controles. En cuanto a la testosterona, se
evidencié una mayor concentracién en quistes espontdneos en relacion a foliculos
preovulatorios. Por dltimo, los niveles de cortisol fueron mayores en ambos tipos de

foliculos quisticos respecto a los foliculos controles.

4.1.3. Induccion de foliculos persistentes mediante dispositivos de progesterona

Durante el protocolo descripto previamente, fue posible evidenciar el desarrollo de
foliculos de hasta 15 dias de persistencia en el 95% de los animales tratados. Los
foliculos se observaron como estructuras anecogénicas presentes en la misma posicion y
ovario. Ademds, se comprob¢d el crecimiento de estas estructuras hasta un didmetro
cercano al del foliculo ovulatorio e incluso superior, considerdndose éstos como quistes
cuando presentaron mds de 6 dias de persistencia y alcanzaron un didmetro mayor a
20 mm. Asimismo, con el andlisis de las imdgenes ecograficas se verific el correcto
funcionamiento del protocolo hormonal, la comprobacién de la ovulacion (controles) y
de la persistencia folicular (tratados) durante todo el protocolo. En la figura 25 se
representan las caracteristicas morfologicas y la relacidon entre espesor de granulosa y

teca en foliculos preovulatorios y persistentes, y en la figura 26 se demuestra la relacion

Matiller-77



4. Resultados

entre el didmetro mdaximo folicular entre foliculos persistentes y dominantes

preovulatorios.
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Figura 24: Concentracion de 17 B-estradiol, progesterona, testosterona y cortisol en suero y liquido
folicular obtenido al momento de la ovariectomia de animales control, tratados con ACTH y animales
COD esponténea. Las barras representan la media + SEM para cada hormona en suero o liquido folicular.
Barras con letras diferentes son significativamente diferentes (p <0,05).
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Figura 25: Caracteristicas morfoldgicas de los foliculos preovulatorios (control) y con 5, 10y 15 dias de
persistencia (tratados) al momento de la ovariectomia (A). Se observa el espesor de las capas granulosa y
teca interna (B). Las barras representan la media + DE, aquellas con asterisco son significativamente
diferentes (p <0,05). G: granulosa; T: teca.
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Figura 26: A: Didmetro maximo de los foliculos dominantes y persistentes en vacas del grupo control (e)
y tratado (m) respectivamente. Media (£ SEM) del didmetro folicular interno y diferencias con el
correspondiente al foliculo preovulatorio en el grupo control. B: Imigenes ecogréficas representativas de
los foliculos preovulatorios y persistentes de 5, 10y 15 dias.
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4.1.3.1. Perfil de LH a lo largo del modelo de induccién de foliculos persistentes

En cuanto a la evaluacién de la concentracion de LH durante el desarrollo de los

foliculos persistentes, en la figura 27 se expresan los perfiles representativos de LH en

el control (A, C, D) y las vacas tratadas con progesterona (B, E, F, G, H). Para el pico

de LH, las muestras de sangre se recogieron cada 2 h durante 48 h, desde 56 h a 104 h

posteriores a la inyeccion de PGF2a (A, B). Para la frecuencia de pulsos de LH, las

muestras de sangre se recogieron cada 12 min durante 8 h, a partir de 48 h posteriores a

la inyeccién de PGF2a para la fase folicular (C, E), en el dia 5, 10 y 15 de la

persistencia folicular (F, G, H, respectivamente) y en el dia 10 después de la ovulacion,

durante la mitad de la fase litea (D).
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Figura 27: Perfiles representativos de LH en el control (A, C, D) y las vacas tratadas con progesterona (B,
E,F, G, H).
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4.1.3.2. Concentracion de hormonas esteroides y FSH en suero a lo largo de la

induccion de foliculos persistentes

En la figura 28 se representan las concentraciones medidas en suero de 17 B-estradiol,

progesterona y FSH en vacas controles (®) y tratadas (m). Se muestra la media = SEM.

Los datos se analizaron de acuerdo con el momento de la ovulacion en los controles (dia

0). D: efecto del dia de protocolo; T: efecto del tratamiento; D * T: interaccion dia por

tratamiento.
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Figura 28: Concentraciones séricas de 17 B-estradiol, progesterona y FSH en vacas controles (@) y

tratadas (m).

Matiller-81



4. Resultados

4.1.3.3. Concentracion de hormonas esteroides en suero y LF en animales con

foliculos persistentes al momento de la ovariectomia.

A continuacién, en la figura 29, se esquematiza la concentraciéon de 17 B-estradiol,
progesterona, 17-hidroxiprogesterona y testosterona en suero y LF obtenido al momento
de la ovariectomia de animales control y tratados con progesterona (muestras obtenidas
alos 5, 10 y 15 dias de persistencia). Las barras representan la media + DEM para cada

hormona en suero o LF (p <0,05).
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Figura 29: Concentracién de hormonas esteroides en suero y liquido folicular en animales con foliculos
persistentes.
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4.2. EXPRESION DE COMPONENTES DE LA SUPERFAMILIA DE TGF-B Y
PROTEINAS RELACIONADAS EN COD ESPONTANEA E INDUCIDA

4.2.1. Expresion de las isoformas TGF-§

Las diferentes isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) fueron detectadas
mediante la técnica de inmunohistoquimica simple. Estd técnica se efectué sobre
ovarios de vacas con quistes espontdneos e inducidos mediante ACTH, conjuntamente
con ovarios de vacas control obtenidos mediante ovariectomia.

Por medio de estos ensayos se evalud la expresion de dichas proteinas a lo largo de los
distintos estadios del desarrollo folicular asi como en las estructuras quisticas. Se
analizaron las siguientes estructuras: foliculos primarios, secundarios, terciarios y
atrésicos en todos los grupos y ademads los foliculos quisticos en los animales con COD
inducida y espontdnea.

La corroboracion de la especificidad de los anticuerpos usados para
inmunohistoquimica se realizd mediante western blot. De esta manera se confirmé que
los anticuerpos se unieron a proteinas especificas y no generaron reacciones cruzadas.
Las isoformas de TGF-B se expresan de manera especifica con los anticuerpos

utilizados, como se muestra en las figuras 30, 36 y 42.

4.2.1.1. TGF-p1
El TGF-B1 fue detectado en el citoplasma de todas las células ovaricas estudiadas. Las

células de la granulosa mostraron mayor expresion de dicha proteina en comparacién

con las células de la teca interna (figura 30).
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Grupo Control Grupo COD inducida con ACTH Grupo COD espontanea
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Figura 30: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para TGF-f1 en animales de los
grupos control, COD inducida y COD espontanea. La barra indica 25um. G: granulosa, T: Teca interna,
FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario. En el inmunoblot se observa una banda en la zona
correspondiente al peso molecular del TGF-B1 (52 kDa).

La figura 31 muestra el porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-Blen la granulosa
para cada categoria folicular en los grupos estudiados. Los quistes espontdneos
mostraron la mayor expresion de TGF-B1, mientras que los foliculos atrésicos fueron
los que menos marcaciéon evidenciaron. Sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre las categorias evaluadas, para una misma categoria folicular. Cuando
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se compararon los quistes con los foliculos terciarios y atrésicos de grupo control,
tomados como estructuras de referencia, se encontraron diferencias significativas

(p<0,05) entre los quistes espontdneos y ambas estructuras foliculares normales.
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Figura 31: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-p1 en células de la granulosa de varios tipos
foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND: Primarios Inducidos,
PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios Inducidos, SESP:
Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos; TESP: Terciarios
Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP: Atrésicos Espontdneos;
QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Los asteriscos indican diferencias significativas
entre las diferentes estructuras indicadas por los extremos de los corchetes (p<0,05).

Con respecto a las células de la teca interna (figura 32), sélo se observaron diferencias
entre las estructuras quisticas, mostrando los quistes espontineos mayor
inmunomarcaciéon que los quistes inducidos con ACTH (p<0,05). Cuando se
compararon los quistes con los foliculos terciarios y atrésicos del grupo control, los
quistes espontdneos mostraron mayor expresion que ambos tipos de foliculos del grupo

control (p<0,05).
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Figura 32: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B1 en células de la teca interna de diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios
Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP:
Atrésicos Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre las diferentes estructuras sefialadas por los extremos de los corchetes

(p<0,05).

Ademds se realiz6 la comparacion de las diferentes estructuras foliculares dentro de

cada grupo para evaluar las diferencias a lo largo de la foliculogénesis.

En el grupo control (figura 33) se observé una moderada expresion de esta proteina en

la granulosa y teca interna de todas las categorias foliculares evidencidndose la menor

marcacion en la teca interna de los foliculos atrésicos respecto a la mayor en las células

de la granulosa de los foliculos secundarios (p<0,05). Las células de la granulosa de los

foliculos primarios y terciarios mostraron una marcacion intermedia, sin diferenciarse

de los dos tipos de estructuras previamente mencionadas.
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Figura 33: Porcentaje de
drea inmunomarcada para
TGF-p1 de varios tipos
foliculares (P: Primarios, S:
Secundarios, T: Terciarios y
A: Atrésicos) del grupo
control (C). Letras
diferentes indican
diferencias significativas
(p<0,05).

En el caso del grupo con COD inducida mediante ACTH (figura 34), la menor

marcacion fue observada en la teca interna de foliculos terciarios, atrésicos y quisticos,
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seguidos por la granulosa de los mismos, y finalmente por los foliculos primarios y

secundarios, quienes mostraron el mayor porcentaje de drea inmunomarcada.
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Por 1dltimo, el andlisis de la expresion de TGF-B1 en el grupo con COD espontidnea
mostré que este factor de crecimiento tuvo mayor expresion en las células de la
granulosa de los quistes que en el resto de las categorias, sin detectarse diferencias entre

las diferentes poblaciones celulares (figura 35).
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4.2.1.2. TGF-p2

La inmunodeteccién de TGF-B2 permitié corroborar su expresion citoplasmatica en
células de la granulosa y de la teca interna de las estructuras foliculares estudiadas
(figura 36).
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Figura 36: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para TGF-B2 en animales de los
grupos control, COD inducida y COD espontdnea. La barra indica 25 pum. G: granulosa, T: Teca interna,
FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario. En el inmunoblot se observa una banda en la zona
correspondiente al peso molecular del TGF-B2 (52 kDa).

Como se observa en la figura 37, el porcentaje de area inmunomarcada para TGF-B2 en
las células de la granulosa no revel6 diferencias significativas dentro las categorias
foliculares evaluadas (foliculos primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quisticos),
aunque se observé una mayor expresion en los quistes espontdneos cuando se
compararon con los foliculos terciarios y atrésicos del grupo control (p<0,05). En el
caso de la teca interna (figura 38), no se hallaron diferencias significativas entre las

categorias foliculares estudiadas.
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Figura 37: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-$2 en células de la granulosa de los diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND: Primarios
Inducidos, PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios Inducidos,
SESP: Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos; TESP:
Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP: Atrésicos
Esponténeos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las estructuras indicadas por los extremos de los corchetes (p<0,05).
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Figura 38: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B2 en células de la teca interna de diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios
Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP:
Atrésicos Espontaneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos).

La comparacién de las diferentes estructuras foliculares dentro de cada grupo para
evaluar las diferencias a lo largo de la foliculogénesis nos permitié observar, en el grupo
control (figura 39), que la menor marcacion se obtuvo en la teca interna de los foliculos
terciarios en comparacion con todas las estructuras estudiadas, mientras que no

existieron diferencias significativas en el resto.
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Figura 39: Porcentaje de 4rea
inmunomarcada para TGF-p2 de
varios tipos foliculares (P:

Primarios, S: Secundarios, T:

Terciarios y A: Atrésicos) del

grupo control (C). Letras

diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05).

Para el grupo de animales con COD inducida (figura 40), la mayor expresion se observo

en la granulosa de los foliculos quisticos y primarios (sin diferencias entre ellos).
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Figura 40: Porcentaje de
area inmunomarcada
para TGF-B2 de varios
tipos foliculares (P:
Primarios, S:
Secundarios,
T:Terciarios, A:
Atrésicos y Q: Quisticos)
del grupo con COD
inducida (IND). Letras
diferentes indican
diferencias significativas
(p<0,05).

Finalmente, para aquellos animales con COD diagnosticada a campo (figura 41), sélo se

encontraron diferencias significativas en la expresiéon de TGF-B2 entre las células de la

granulosa de los quistes y la teca interna de las estructuras que poseen esta capa de

células, no halldndose diferencias con la granulosa de todas las demds estructuras

(primarios, secundarios, terciarios y atrésicos).
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4.2.1.3. TGF-B 3

El TGF-B3 mostré inmunomarcacion citoplasmatica en todos los estadios de desarrollo
folicular. Tanto las células de la granulosa como las de la teca interna mostraron
expresion de dicha proteina (figura 42).

No se observaron diferencias significativas en la expresiéon de TGF-B3 en las células de
la granulosa para los foliculos secundarios y terciarios entre los grupos estudiados,
(p<0,05; figura 43). En cambio, dentro de los foliculos primarios, la mayor
inmunomarcacion fue observada en los grupos control e inducido, en relacién al grupo
con COD espontédnea. En los foliculos atrésicos, la mayor expresion fue evidenciada en
el grupo control y la menor en el grupo inducido con ACTH, y finalmente dentro de los
foliculos quisticos, los pertenecientes al grupo con COD espontdnea mostraron mayor
expresion de TGF-B3 que el grupo con COD inducida. No se encontraron diferencias
significativas de expresion cuando se compraron los quistes con las estructuras antrales

de ovarios controles (terciarios y atrésicos).
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Figura 42: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para TGF-B3 en animales de los
grupos control, COD inducida y COD espontanea. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: Teca interna,
FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario. En el inmunoblot se observa una banda en la zona
correspondiente al peso molecular correspondiente a TGF-f33 (52 kDa).

A su vez, en células de la teca interna (figura 44), los foliculos terciarios fueron los
unicos que mostraron diferencias significativas, siendo mayores los niveles de TGF-33
en el grupo con COD inducida y menores en el grupo con COD espontdnea (p<0,05).
No se encontraron diferencias significativas cuando se contrastaron los quistes con los

foliculos terciarios y atrésicos del grupo control.
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Figura 43: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-B3 en células de la granulosa de los diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND: Primarios
Inducidos, PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios Inducidos,
SESP: Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos; TESP:
Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP: Atrésicos
Espontédneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre grupos dentro de un mismo tipo de estructura folicular (p<0,05).

35,00

30,00

|
|
|
|
25,00 b ;
ab I |
20,00 T i : T 1
|
|
|
|

15,00 ‘I'

1000 — — — —L1 @ S

% de Area Inmunomarcada
i)

e SN &= SEETEEE . . -

0,00
TC TIND TESP AC AIND  AESP QIND  QESP

Figura 44: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B3 en células de la teca interna de de diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios
Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP:
Atrésicos Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos).

Se realizé la comparacion de las diferentes estructuras foliculares dentro de cada grupo
para evaluar las diferencias a lo largo de la foliculogénesis. En este caso, no se
encontraron diferencias significativas en el grupo control (p>0,05) (figura 45). En el
grupo de COD inducida, las células de la granulosa mostraron una expresion similar en
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foliculos primarios, secundarios y terciarios, y una menor expresion en atrésicos y

foliculos quisticos que no difirié de la expresion detectada de foliculos terciarios (p

<0,05), mientras que las células de la teca mostraron los niveles de expresion similares a

los encontrados en la granulosa (figura 46). En el grupo de COD espontédnea, las células

de la granulosa de foliculos primarios mostraron expresion mds baja, mientras que

foliculos secundarios, terciarios y quisticos mostraron similares niveles de expresion

encontrandose diferencias entre los atrésicos y quisticos (p<0,05). En células de la teca,

la expresion fue similar a la de las células de la granulosa de foliculos primarios (figura

47).
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Figura 45: Porcentaje de
drea inmunomarcada para
TGF-B3 de varios tipos

foliculares (P: Primarios, S:
Secundarios, T: Terciarios y

A: Atrésicos) del grupo
control (C).

Figura 46: Porcentaje de
drea inmunomarcada para
TGF-B3 de varios tipos
foliculares (P: Primarios,
S: Secundarios, T:
Terciarios, A: Atrésicos y
Q: Quisticos) del grupo
con COD inducida
(IND). Letras diferentes
indican diferencias
significativas (p<0,05).

Figura 47: Porcentaje de
drea inmunomarcada para
TGF-B3 de varios tipos
foliculares (P: Primarios,
S: Secundarios, T:
Terciarios, A: Atrésicos y
Q: Quisticos) del grupo
con COD espontinea
(ESP). Letras diferentes
indican diferencias
significativas (p<0,05).
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4.2.2. Expresion de activina, inhibina y foliculostatina

La inmunodeteccion de estas proteinas fue llevada a cabo manera similar a lo realizado
para las isoformas de TGF-B. De la misma manera que para la subfamilia TGF-$3, se
corrobord para activina, inhibina y foliculostatina mediante inmunoblot que los
anticuerpos utilizados en la técnica de inmunohistoquimica detectaran la proteina de

manera especifica.

4.2.2.1. Activina

La inmunomarcacién de activina se observd en el citoplasma de todos los estadios
foliculares estudiados (figura 48).

En la figura 49 se muestra la expresion de activina en células de la granulosa en las
estructuras analizadas (foliculos primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quisticos)
de los tres grupos estudiados (control, COD inducida, COD espontdnea). También se
compararon los quistes (inducidos o espontdneos) con los foliculos terciarios y atrésicos
del grupo control.

Para el caso de los foliculos primarios, el menor porcentaje de drea inmunomarcada fue
encontrado en el grupo de COD espontdnea en relacion al grupo de COD inducida sin
diferencias con el control (p<0,05). Los foliculos secundarios mostraron un patrén de
expresion de activina similar a los primarios, observdndose el menor porcentaje de
marcacion en el grupo COD espontdnea en relacion al grupo COD inducida. Con
respecto a los foliculos terciarios y atrésicos, no existieron diferencias entre grupos,
como si fue observada en los foliculos quisticos, donde los quistes espontdneos
mostraron significativamente mayor expresion que los quistes inducidos (p<0,05).
Cuando se compararon los quistes con las estructuras antrales de animales sanos, se
determiné una mayor expresion en los quistes inducidos respecto a los foliculos
atrésicos control, asi como entre los quistes espontdneos y los foliculos atrésicos y

terciarios control (p<0,05).
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Figura 48: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para Activina en animales de los
grupos control, COD inducida y COD espontanea. La barra corresponde a 25 pm. El inmunoblot muestra
la especificidad del anticuerpo utilizado, se observa una banda correspondiente al peso molecular de
activina (58 kDa).

Con respecto a la expresion de activina en la teca interna de las diferentes estructuras
foliculares (figura 50), se observaron diferencias significativas (p<0,05) solamente en
los foliculos atrésicos, donde el mayor porcentaje de expresion se encontré en el grupo
con COD espontdnea respecto a la expresion de los animales control. En este caso, no

existieron diferencias cuando se compararon quistes con foliculos antrales (terciarios y

atrésicos) del grupo control.
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Figura 49: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la granulosa de los diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND: Primarios
Inducidos, PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios Inducidos,
SESP: Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos; TESP:
Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP: Atrésicos
Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre grupos para una misma categoria folicular. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre las estructuras indicadas por los extremos de los corchetes (quistes
inducidos y atrésicos (*) del grupo control; foliculos quisticos espontdneos y los foliculos terciarios (**)
o atrésicos (***) del grupo control; p<0,05).

Ademds, se realizé la comparacion de las diferentes estructuras foliculares dentro de
cada grupo para evaluar las diferencias a lo largo de la foliculogénesis en granulosa y

teca interna. Los resultados se muestran en las figuras 51, 52 y 53.
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Figura 50: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la teca interna de diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios
Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP:
Atrésicos Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre grupos dentro de un mismo tipo de estructura folicular.
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Como se puede observar en las tres figuras, la teca interna de todas las estructuras
foliculares estudiadas expresé el menor porcentaje de marcaciéon en los 3 grupos,
existiendo diferencias significativas entre ésta capa y las células de la granulosa en
todas las categorias foliculares (p<0,05).

Con respecto a la granulosa del grupo control (figura 51), el menor porcentaje de drea
inmunomarcada se presentd en foliculos preantrales (primarios y secundarios),
existiendo diferencias significativas (p<0,05) entre éstos y los foliculos terciarios, los
que presentaron el mayor porcentaje de marcacion sin diferencias con los foliculos

atrésicos.
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En el grupo COD inducida (figura 52), al igual que el grupo control y con COD
espontdnea, la menor expresion de activina dentro de la capa de células de la granulosa
fue observada en los foliculos preantrales. Sin embargo, en este caso los foliculos
terciarios y quisticos mostraron la mayor expresion de dicha proteina (p<0,05), mientras

que los atrésicos se comportaron igual que los primarios y secundarios.
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Por dltimo, en las células de la granulosa del grupo con COD espontdnea (figura 53), la
mayor marcacion fue observada en los foliculos quisticos, con diferencias significativas
(p<0,05) sobre todas las demds estructuras. La menor expresion estuvo en los foliculos
primarios y secundarios (p<0,05), siendo mayor en los terciarios, presentando los
atrésicos una expresion intermedia entre esas estructuras sin diferencias significativas
con ninguna. Los foliculos terciarios presentaron una mayor expresion que los primarios

y secundarios pero menor que los quisticos (p<0,05).

35,00
§ 30,00 /F1gu.ra 53: Porcentaje de
S drea inmunomarcada para
2 2500 Activina de varios tipos
S TG foliculares (P: Primarios, S:
= ¢ Secundarios, T: Terciarios,
£ M Granulosa L. L.
£ 15,00 A: Atrésicos y Q: Quisticos)
® TecaInterna del grupo con COD
< 10,00 espontinea (ESP). Letras
S diferentes indican
- 500 - . L
= diferencias significativas
0,00 - (p<0,05).
PESP  SESP  TESP  AESP  QESP
4.2.2.2. Inhibina

Sélo las células de la granulosa de los foliculos terciarios de mayor tamafo y de los
quisticos presentaron marcacion positiva para inhibina (figura 54). Los foliculos
primarios, secundarios, terciarios pequefios y atrésicos no expresaron inmunomarcacion
para dicha proteina.

Como se puede observar en la figura 55, no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos grupos de foliculos terciarios estudiados, ni entre éstos y los quistes
inducidos. Sin embargo, los quistes espontdneos mostraron la mayor expresion de
inhibina cuando se los compar6 con el resto de las estructuras analizadas, mostrando el

mismo patrén presentado en granulosa para activina y foliculostatina.
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Figura 54: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para Inhibina en animales de los
grupos control, COD inducida y COD espontédnea. La barra indica 25 pum. G: granulosa, T: Teca interna,
FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario. En el inmunoblot se observa una banda en la zona
correspondiente al peso molecular de inhibina (32 kDa).
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Figura 55: Porcentaje de drea inmunomarcada para Inhibina en células de la granulosa de los diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios
Inducidos; TESP: Terciarios Espontaneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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4.2.2.3. Concentracion de Inhibina en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de inhibina B en muestras de los grupos
control y COD espontdnea. Como se puede observar en la figura 56, no se hallaron
diferencias en la concentracion de inhibina en suero entre animales control y con COD,
pero si se encontraron a nivel folicular, en donde los foliculos preovulatorios

presentaron una mayor concentracion que los quistes.
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Figura 56: Concentracion de Inhibina B: A en suero y B: en liquido folicular de animales control
(proestro) y con COD espontdnea. El asterisco indica diferencias significativas (p<0,05).

4.2.2.4. Foliculostatina

Se evidencié marcacién para foliculostatina en el citoplasma tanto de células de la
granulosa como de células de la teca interna para todos los estadios foliculares
estudiados, observandose valores mayores en el citoplasma de las primeras (figura 57).

Con respecto a su expresion en las células de la granulosa (figura 58) se observa que,
dentro de los foliculos primarios, hubo una menor marcacién en el grupo control
respecto a la obtenida en el grupo con COD espontdnea (p<0,05). En cuanto a los
foliculos secundarios, el menor porcentaje de drea inmunomarcada fue detectado en el

grupo con COD inducida y el mayor en el grupo con COD espontédnea (p<0,05).
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Dentro de los foliculos terciarios, el grupo con COD espontdnea mostré la mayor
expresion (p<0,05). El mismo patrén de expresion se presentd en los foliculos atrésicos,
donde los foliculos del grupo con COD espontinea mostraron la mayor
inmunomarcacién. Finalmente, los foliculos quisticos también difirieron entre ellos,
observandose mayores porcentajes de inmunomarcaciéon en quistes espontineos

(p<0,05).

Grupo Control Grupo COD inducida con ACTH Grupo COD esponténea

Foliculos Primarios
y Secundarios

Foliculos Terciarios

Foliculos Atrésicos

Figura 57: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para Foliculostatina en animales
de los grupos control, COD inducida y COD espontdnea. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca
interna, FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario.
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Figura 58: Porcentaje de area inmunomarcada para Foliculostatina en células de la granulosa de los
diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND:
Primarios Inducidos, PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios
Inducidos, SESP: Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos;
TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos Inducidos, AESP: Atrésicos
Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los quistes espontdneos y los foliculos terciarios (**) o atrésicos (*) del grupo control
(p<0,05).

Cabe resaltar que dentro de las categorias foliculares estudiadas (primarios, secundarios,
terciarios, atrésicos y quisticos), la mayor expresion de foliculostatina fue obtenida en
todos los casos en los foliculos pertenecientes al grupo con COD espontdnea. Por
ultimo, cuando se compararon los quistes (inducidos y espontdneos) con las estructuras
de referencia del grupo control (foliculos terciarios y atrésicos), la mayor expresion se
encontrd en los quistes espontdneos (p<0,05) no existiendo diferencias entre los quistes
inducidos y dichas estructuras.

Para la teca interna (figura 59) no se obtuvieron diferencias significativas entre los
distintos grupos dentro de cada categoria folicular ni tampoco cuando se compararon los

foliculos quisticos con las estructuras de referencia del grupo control.
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Figura 59: Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de la teca interna de
diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND:
Terciarios Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; AC: Atrésicos Controles, AIND: Atrésicos
Inducidos, AESP: Atrésicos Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos).

Finalmente, se procedié a comparar el porcentaje de drea inmunomarcada en granulosa
y teca interna de las diferentes estructuras foliculares dentro del grupo control (figura
60), del grupo con COD inducida (figura 61) y del grupo con COD espontidnea (figura
62). En los tres casos, se observé el mismo patrén de expresion de foliculostatina en
células de la granulosa, mostrando un notable incremento en el porcentaje de drea
inmunomarcada a medida que los foliculos aumenta de categoria (primario — secundario
— terciario) para luego descender a valores intermedios (menores que los terciarios pero
mayores a los preantrales) cuando se atresian. Las células de la teca interna de todas las
estructuras foliculares expresaron la menor marcacion, similar a la expresiéon de la
granulosa de los foliculos primarios. Por dltimo, con respecto a los foliculos quisticos,
los quistes inducidos tuvieron una marcacion para foliculostatina menor a los foliculos
terciarios pero mayor a los atrésicos de su mismo grupo, mientras que los quistes

espontdneos presentaron una marcacion superior a todas las demds estructuras dentro de

su grupo.
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Figura 61: Porcentaje de
drea inmunomarcada para
Foliculostatina de varios
tipos foliculares (P:
Primarios, S: Secundarios,
T: Terciarios, A: Atrésicos
y Q: Quisticos) del grupo
con COD inducida
(IND). Letras diferentes
indican diferencias
significativas (p<0,05).

Figura 62: Porcentaje
de 4rea inmunomarcada
para Foliculostatina de
varios tipos foliculares

(P: Primarios, S:
Secundarios, T:
Terciarios, A: Atrésicos
y Q: Quisticos) del
grupo con COD
espontanea (ESP).
Letras diferentes
indican diferencias
significativas (p<0,05).

4.2.2.5. Expresion de isoformas de foliculostatina en pared folicular completa de

foliculos terciarios y quisticos provenientes de frigorifico.

Se detectaron bandas correspondientes a las isoformas de 31, 35, 37, 41 y 65 kDa

observiandose una tendencia (p=0,086) a aumentar la expresién de la isoforma de

31 kDa en los quistes en relaciéon a los foliculos antrales grandes y una tendencia

(p=0,097) a aumentar en la isoforma de 41 kDa en los foliculos medianos en relacién a

los quistes y foliculos pequefios. La figura 63 demuestra la expresion de cada una de las

isoformas detectadas.
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Figura 63: Porcentaje de expresion detectada por western blot en pared completa para cada una de las
isoformas de Foliculostatina en diferentes foliculos terciarios (FP: Foliculo Pequefio, FM: Foliculo
Mediano, FG: Foliculo Grande) y quistes (Q: Quistes).

4.2.3. Localizacion y expresion de receptores de miembros de la superfamilia de

TGFp en COD espontanea e inducida

La inmunodeteccion de los receptores se efectiio en concordancia con la ejecutada para
los ligandos y la proteina de relacion foliculostatina. Los receptores evaluados en este
estudio fueron: TGFB-RI, TGFBRIII (betaglicano) y ACVRIIB. La especificidad de los
anticuerpos fue corroborada por western blot como se muestra en las figuras

correspondientes a cada receptor.
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4.2.3.1. Localizacion y expresion de TGF-BRI

El TGF-BRI mostré inmunomarcacion citoplasmadtica en todos los estadios de desarrollo
folicular tanto las células de la granulosa como las de la teca interna (figura 64).

Se hallaron diferencias significativas (p<0.05) en la expresiéon del receptor en la
granulosa entre foliculos terciarios controles y quistes espontdneos que evidenciaron la
mayor marcacién. Ademds, hubo diferencias entre foliculos primarios del grupo COD
inducida que mostraron menos expresion que los del grupo COD espontédnea, y entre
foliculos terciarios espontdneos con los del grupo COD inducido y controles. Los
foliculos secundarios no evidenciaron diferencias significativas (figura 65).

En cuanto a la teca interna, se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre
foliculos terciarios inducidos y espontdneos, con la menor marcacién en los del grupo
COD inducida, y en cuanto a los quistes no se detectaron diferencias significativas

(figura 66).
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Figura 64: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para el TGF-BRI en animales de
los grupos control, COD inducida y COD espontédnea. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: Teca
interna, FP: foliculo primario, FS: foliculo secundario. En el inmunoblot se observa una banda en la zona
correspondiente al peso molecular de TGFB-RI (56 kDa).
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Figura 65: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRI en células de la granulosa de los diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, Pind: Primarios
Inducidos, Pesp: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, Sind: Secundarios Inducidos, Sesp:
Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, Tind: Terciarios Inducidos; Tesp: Terciarios
Espontédneos; Qind: Quistes Inducidos, Qesp: Quistes Espontdneos). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre las estructuras indicadas por los extremos de las llaves (foliculos quisticos
espontdneos y los foliculos terciarios (*); p<0,05).
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Figura 66: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRI en células de la teca interna de diferentes
tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, Tind: Terciarios
Inducidos; Tesp: Terciarios Espontdneos; Qind: Quistes Inducidos, Qesp: Quistes espontdneos). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre grupos dentro de un mismo tipo de estructura folicular
(p<0,05)
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También se comparé el porcentaje de drea inmunomarcada en granulosa y teca interna

de las diferentes estructuras foliculares dentro del grupo control, del grupo con COD

inducida y del grupo con COD espontanea.

En el grupo control, el mayor porcentaje de drea inmunomarcada se presenté en la teca

de los foliculos terciarios, presentando diferencias significativas (p<0,05) con las capa

de la granulosa de estos foliculos terciarios (figura 67).
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En el grupo de COD inducida (figura 68), se observé una expresion similar de TGF-

BRI dentro de la capa de células de la granulosa de todas las categorias foliculares

evaluadas. Los niveles de expresion de la teca interna fueron similares a los de la

granulosa sin observar diferencias significativas entre los grupos analizados (figura 68).
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Por ultimo, en el grupo de COD espontdnea (figura 69) no se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) entre capas foliculares ni entre las estructuras evaluadas (figura

69).
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4.2.3.2. Localizacion y expresion de TGF-BRIII

Se visualizé inmunomarcacién para TGF-BRIII en el citoplasma en todos los estadios de
desarrollo folicular y tanto en las células de la granulosa como en las de la teca (figura
70). Se hallaron diferencias significativas (p<0.05) en la granulosa entre foliculos
quisticos inducidos y terciarios controles, sin diferencias significativas entre el resto de
las estructuras evaluadas (figura 71). En cuanto a la teca interna, se hallaron diferencias
significativas entre los foliculos terciarios (p<0,05), los que mostraron una menor
marcacion en el grupo de induccién de la COD. Ademds, los quistes inducidos
experimentalmente mostraron menor marcaciéon que los foliculos terciarios control

(figura 72).
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Figura 70: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para el TGF-BRIII en animales de
los grupos control, COD inducida y COD espontanea. La barra corresponde a 25 um. El inmunoblot
muestra la especificidad del anticuerpo utilizado, se observa una banda correspondiente al peso molecular
de TGF-BRIII (93 kDa).
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Figura 71: Porcentaje de area inmunomarcada para TGF-BRIII en células de la granulosa de los
diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND:
Primarios Inducidos, PESP: Primarios Espontaneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios
Inducidos, SESP: Secundarios Espontaneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos;
TESP: Terciarios Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). El asterisco (*)
indica diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras indicadas en los extremos de la llave

(p<0,05).
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Figura 72: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-BRIII en células de la teca interna de
diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND:
Terciarios Inducidos; TESP: Terciarios Espontaneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes
Espontaneos). El asterisco muestra diferencias significativas entre las estructuras indicadas en los
extremos de la llave (p<0,05).

Matiller-113



4. Resultados

Se evalu6 el porcentaje de inmunomarcacién en granulosa y teca interna de las
diferentes estructuras foliculares dentro del grupo control, del grupo con COD inducida
y del grupo con COD espontdnea.

La granulosa del grupo control presenté la mayor inmunomarcacién en foliculos
secundarios, presentando diferencias significativas (p<0,05) con la misma capa de
células de los foliculos terciarios. Los foliculos primarios mostraron una marcacion

similar a la observada en la teca de los foliculos terciarios (figura 73).
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En cuanto al modelo de COD inducida (figura 68), la expresiéon de TGF-BRIII dentro de
la capa de células de la granulosa fue mayor en los quistes respecto a los foliculos
terciarios, (p<0,05). En la capa de células de la teca interna se registrd igual porcentaje

de marcacion para las estructuras evaluadas (figura 74).
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El grupo de COD espontdnea no mostré diferencias significativas (p<0,05) entre las

diferentes estructuras, tanto para teca interna como para granulosa (figura 75).
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4.2.3.3. Localizacion y expresion de ACVRIIB

La inmunomarcacién de este receptor se detectd en el citoplasma de todas las células de
la granulosa y de la teca interna de las diferentes estructuras evaluadas (figura 76).

Se hallaron diferencias significativas (p<0.05) en la expresion hallada en la granulosa
entre foliculos primarios controles comparado con espontineos. Ademds, se pudo
detectar una mayor marcacion en foliculos quisticos espontdneos cuando se los compard
con los foliculos terciarios controles (figura 77).

La inmunomarcacién de las células de la teca interna mostré diferencias significativas
(p<0,05) entre foliculos terciarios, en los que se determiné una mayor expresion en los
terciarios de animales con COD espontdnea en relacion a los terciarios de animales
controles. Por otro lado, los foliculos quisticos presentaron menor inmunomarcacion en
los foliculos provenientes de casos inducidos en relacién a los de casos espontdneos
(figura 78). Ademds, los foliculos quisticos espontdneos presentaron mayor

inmunomarcacion que los terciarios controles.
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Figura 76: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para el ACVRIIB en animales de
los grupos control, COD inducida y COD espontanea. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T:
Teca interna. El inmunoblot muestra la especificidad del anticuerpo utilizado, se observa una banda
correspondiente al peso molecular de ACVRIIB (58kDa)
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Figura 77: Porcentaje de drea inmunomarcada para ACVRIIB en células de la granulosa de los
diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (PC: Primarios Controles, PIND:
Primarios Inducidos, PESP: Primarios Espontdneos; SC: Secundarios Controles, SIND: Secundarios
Inducidos, SESP: Secundarios Espontdneos; TC: Terciarios Controles, TIND: Terciarios Inducidos;
TESP: Terciarios Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes Espontdneos). Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre grupos para una misma categoria folicular y el asterisco
(*) indica diferencias significativas entre las estructuras indicadas por los extremos de la llave.
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Figura 78: Porcentaje de drea inmunomarcada para ACVRIIB en células de la teca interna de diferentes
de diferentes tipos foliculares y de los diferentes grupos analizados (TC: Terciarios Controles, TIND:
Terciarios Inducidos; TESP: Terciarios Espontdneos; QIND: Quistes Inducidos, QESP: Quistes
Espontdneos). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre grupos dentro de un
mismo tipo de estructura folicular. El asterisco indica diferencias significativas entre las estructuras

indicadas por los extremos de la llave (p<0,05).
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En lo que respecta a la inmunomarcacion evaluada en células de la granulosa y teca
interna de las diferentes estructuras foliculares dentro del grupo control, con COD
inducida y con COD espontdnea, en el grupo control no se detectaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las categorias foliculares, tanto en células de la teca interna

como en células de la granulosa (figura 79).
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En el grupo de COD inducida, se detecté una expresion de ACVRIIB similar entre las
células de la granulosa de las diferentes categorias foliculares. Ademads, se observé que
la expresion del receptor en células de la granulosa de quistes fue menor (p<0,05) que la

detectada en células de la teca interna de foliculos terciarios (figura 80).
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Para concluir, en el grupo con COD espontdnea (figura 81), se determiné una mayor
marcacion en las células de la teca de los foliculos quisticos (p<0,05) con respecto a la

marcacion observada en las células de la granulosa de foliculos terciarios.
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4.3. EXPRESION DE COMPONENTES DE LA SUPERFAMILIA TGF-p EN LA
PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA

En esta seccion evaluamos la expresion de aquellas proteinas que modificaron su
expresion en la COD espontdnea, en el modelo de persistencia folicular. Los ligandos y
la proteina de unién evaluados en ovarios con foliculos persistentes, conjuntamente con
los ovarios control, fueron seleccionados por haber demostrado resultados trascendentes
en el modelo experimental de inducciéon de quistes mediante ACTH y en ovarios de
animales con COD de presentacion espontdnea. Se evalud la expresion de las proteinas
de interés en las categorias de foliculos terciarios y foliculos con 5, 10 y 15 dias de
persistencia. Para ello se compararon, para cada dia de persistencia, foliculos terciarios
y persistentes; se realiz6 la comparacion con la estructura de referencia, los foliculos
terciarios controles y ademds se realizé el andlisis a lo largo del tiempo para las
categorias de foliculos terciarios (considerando como cero persistencia a los foliculos

terciarios control) y persistentes.
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4.3.1. Expresion de Activina

La inmunomarcacion de activina se observo en el citoplasma de los estadios foliculares
estudiados, tanto en células de la teca interna como en células de la granulosa (figura
82).

En la figura 83, se muestra la expresion de activina en células de la granulosa. Se
encontraron diferencias entre las estructuras del dia 10 de persistencia, siendo los
foliculos terciarios los que mostraron el menor porcentaje de drea inmunomarcada
(p<0,05), sin diferencias en los otros puntos de muestreo. Al comparar estas estructuras
contra el foliculo terciario control (estructura de referencia) se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) con los foliculos persistentes de 15 dias (figura 83A). Cuando se
evalué a lo largo del periodo de persistencia cada categoria folicular solo se encontrd
una tendencia a aumentar en los foliculos persistentes de 15 dias en relacion a los de 5
dias (p=0,75).

En cuanto a las células de la teca no se obtuvieron diferencias significativas en la
relacion entre foliculos terciarios y persistentes de los diferentes grupos (figura 84), ni
con la estructura de referencia ni a lo largo del tiempo de persistencia por categoria

evaluada.
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Figura 82: Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Activina en animales de los grupos
control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15 dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T: Teca
interna.
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Figura 83: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la granulosa de diferentes
categorias foliculares y pertenecientes a diferentes grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5
dias de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de
Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). B:
Evolucidén de la inmunomarcacién a lo largo de la persistencia. El asterisco (*) y el numeral (#) indican
diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas segtin corresponda.
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Figura 84: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Activina en células de la teca interna de
diferentes tipos foliculares y pertenecientes a distintos grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios
de 5 dias de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de
Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias) B:

Evolucién de la inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.

4.3.2. Expresion de Inhibina en pared folicular

Al igual que lo observado con el modelo de induccién y en casos espontdneos de la

COD, asi como en grupos control, en este modelo de persistencia s6lo las células de la

granulosa de los foliculos terciarios de mayor tamafio y de los foliculos persistentes

presentaron marcacion positiva para inhibina. Las células de la teca no mostraron esta

marcacion (figura 85). No se detectaron diferencias entre foliculos terciarios y
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persistentes para cada grupo de persistencia ni con la estructura de referencia (figura
86A). Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) entre foliculos persistentes del

dia 5 y del dia 10, estos ultimos evidenciaron la marcacion mds intensa (figura 86B).
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Figura 85: Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Inhibina en animales de los grupos
control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15 dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T: Teca
interna.
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Figura 86: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Inhibina en células de la granulosa de varios
tipos foliculares y pertenecientes a diferentes grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias
de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5:
Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). B: Evolucién de la
inmunomarcacién a lo largo de la persistencia. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05)
en este caso, entre estructuras de un mismo tipo folicular.
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4.3.3. Concentracion de Inhibina B en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de inhibina B en muestras de los grupos
control y con 5, 10 y 15 dias de persistencia. Como se puede observar en la figura 87, la
concentracion de inhibina en LF fue similar entre grupos, sin embargo, se detectaron
diferencias a nivel sérico, donde la mayor concentracion de inhibina fue obtenida en los

foliculos con 15 dias de persistencia (p<0,05).
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Figura 87: Representacion de la concentracién de Inhibina B. A: en liquido folicular y B: en suero
proveniente de foliculos controles y con persistencia inducida a los 5, 10 y 15 dias. El asterisco indica
diferencias significativas con el resto de los grupos (p<0,05).

4.3.3. Expresion de Foliculostatina

La foliculostatina en este modelo ha sido localizada en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna evaluadas (figura 88). En las primeras se han observado
diferencias significativas (p<0,05) entre los foliculos persistentes y terciarios de
animales con 10 dias de persistencia (Figura 89A). A lo largo del tiempo se observé una
tendencia (p=0,1) de los foliculos persistentes de 5 dias a expresar menores niveles de
foliculostatina en relacion a los de 10 dias de persistencia (figura 89B).

En las células de la teca interna, la menor inmunomarcacion se detectd en los foliculos
terciarios de ovarios con foliculos persistentes de 10 dias, determinando diferencias

significativas (p<0,05) con los foliculos con igual persistencia. Cuando se realizé la
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evaluacién por tiempo de persistencia se encontré una tendencia a aumentar la
expresion en los foliculos persistentes de 15 dias en relacién a los de 10 dias (p=0,1)

(figura 90).

e O

_FolIcqusterciarios

Foliculos persistentes

Figura 88: Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para Foliculostatina en animales de los
grupos control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15 dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa;
T: teca interna.
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Figura 89: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de la granulosa de los
tipos foliculares pertenecientes a distintos grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de
Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5:
Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). El numeral (#) indica
diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas segin corresponda. B: Evolucion de la
inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.
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Figura 90: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para Foliculostatina en células de la teca interna de
los tipos foliculares pertenecientes a diferentes grupos y a diferentes estructuras foliculares (TC:
Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia,
T15: Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15:
Persistentes de 15 dias). El numeral (#) indica diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras
sefialadas. B: Evolucién de la inmunomarcacidn a lo largo de la persistencia.

4.3.4. Expresion de TGF-$1

En cuanto a la isoforma 1 del TGF-p, fue detectada en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna (figura 91). En las células de la granulosa, la
inmunomarcaciéon de los foliculos terciarios fue mayor a la detectada en foliculos
persistentes del dia 5 (p<0,05) (figura 92A). Cuando se evalud a lo largo de la
persistencia pudo observarse una disminucion en la expresion de esta proteina en los

foliculos con 15 dias de persistencia en relacion a los de 5 dias (p<0,05) (figura 92B).
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Figura 91: Foliculos terciarios y persistentes inmunomarcados para TGF-B1 en animales de los grupos
control y persistencia inducida a los 5, 10 y 15 dias. La barra corresponde a 25 um. G: granulosa; T: teca

interna.
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Figura 92: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B1 en células de la granulosa de los tipos
foliculares pertenecientes a diferentes estructuras y a los distintos grupos (TC: Terciarios Controles; T5:
Terciarios de 5 dias de Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T 15: Terciarios de 15 dias
de Persistencia; P5: Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). El
asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas. B: Evolucion

inmunomarcacion a lo largo de la persistencia.
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Figura 93: A: Porcentaje de drea inmunomarcada para TGF-B1 en células de la teca interna de los tipos
foliculares pertenecientes a diferentes grupos (TC: Terciarios Controles; T5: Terciarios de 5 dias de
Persistencia, T10: Terciarios de 10 dias de Persistencia, T15: Terciarios de 15 dias de Persistencia; P5:
Persistentes de 5 dias, P10: Persistentes de 10 dias, P15: Persistentes de 15 dias). B: Evolucién de la
inmunomarcacion a lo largo de la persistencia. El asterisco (¥) y el numeral (#) indican diferencias
significativas (p<0,05) entre las estructuras sefialadas.
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5.1. INDUCCION EXPERIMENTAL DE LA ENFERMEDAD QUISTICA
OVARICA: RELACIONES CON HALLAZGOS EN LA ENFERMEDAD
ESPONTANEA EN BOVINOS

Ha sido claramente documentado que la mayor dificultad a la hora de estudiar la COD
en bovinos es que la formaciéon de quistes s6lo puede ser abordada luego de que el
foliculo haya atravesado numerosos cambios morfoldgicos y fisioldgicos desconocidos
(Roth y col, 2012). El tratamiento con ACTH determiné cambios en las
concentraciones de las hormonas esteroides en suero. Los niveles de 17 B-estradiol,
progesterona y cortisol aumentaron durante el tratamiento con ACTH mientras que la
testosterona no mostré cambios. Después del tratamiento, el 17 B-estradiol permaneci6
significativamente elevado, entretanto la progesterona no incrementd sus valores como
lo hizo en animales control, los cuales desarrollaron un cuerpo liteo luego de la
ovulaciéon. Esto reflejaria la persistencia folicular que ocurre en la COD sin
luteinizacion de las células que componen el foliculo. Estos datos son compatibles con
los descriptos por Dobson y col. (2000), quienes mostraron que los niveles de
estrégenos permanecen elevados hasta el dia 30 aproximadamente. Es por ello que
proponen que dicha hormona junto a la inhibina (pero no la ACTH, cortisol o
progesterona) ejercen un fuerte efecto de retroalimentacidon negativa sobre la secrecion
de FSH (Baird y col., 1991), que impide que se inicie una nueva onda de crecimiento
folicular. Sin embargo, estos autores no analizaron los niveles de testosterona. En
nuestro estudio, la testosterona aument6 en el grupo control hacia el final del muestreo
(dias 26 a 28), lo que presumiblemente se deba a uno o varios de los foliculos de la
primera onda de crecimiento folicular post-ovulacion. Para esos dias (alrededor del dia
6-7 del nuevo ciclo estral a partir de la ovulacion), suelen ser de un tamafo mayor a 10
mm (Bo y Caccia, 2002), son capaces de producir una importante cantidad de
andrégenos en la teca que luego serdn aromatizados en la granulosa.

Al momento de la ovariectomia, se encontré una clara asociacion entre los niveles en
suero y liquido folicular de 17B-estradiol y progesterona, tanto en foliculos control
como en quistes inducidos y espontdneos. A pesar de que no se encontraran cambios
séricos al momento de la ovariectomia, el cortisol mostré diferencias significativas a
nivel folicular, con mayores valores en los foliculos quisticos, lo que permite sospechar

la existencia de un mecanismo de regulacion intrafolicular. Las concentraciones de
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cortisol en liquido folicular fueron ain mayores en animales tratados con ACTH,
confirmando trabajos previos de nuestro laboratorio que indican una accion directa
sobre la pared folicular (Amweg y col., 2011; 2013). En este sentido, no han sido
descriptas alteraciones en la funcién adrenal ni en el cortisol sérico entre vacas ciclicas
normales y vacas con COD (Silvia y col., 2005). En este trabajo, s6lo se encontraron
diferencias significativas en los niveles de cortisol sérico durante el tratamiento, pero no
al momento de la formacién del quiste. Por esto podriamos sugerir que no existe
evidencia que indique una alteracion en la funcién adrenal en vacas con la enfermedad.
Debido a que los glucocorticoides sé6lo serian sintetizados en la corteza adrenal y viajan
sist¢tmicamente por todo el organismo, la presencia de una ruta enzimatica local es
crucial para modular las concentraciones de la forma activa de dicha hormona
(Krozowski y col., 1999; Tetsuka y col., 2003).

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

En trabajos previos de otros autores asi como de nuestro laboratorio, se han observado
alteraciones significativas en la tasa de apoptosis folicular en vacas con COD
espontdnea e inducida, y estos hallazgos apoyan la idea de que la persistencia folicular
es un componente importante de la patogénesis COD (Isobe y Yoshimura, 2007;
Salvetti y col., 2010). Un retraso en la regresiéon del foliculo luego de la falla en la
ovulacién es una causa alternativa de formacion de quistes, debido a que usualmente
deberia producirse la atresia y regresion de aquellos foliculos que no estdn destinados a
ovular. En este contexto, la capacidad de los glucocorticoides para inhibir la apoptosis
de células de la granulosa (Sasson y col., 2001) también puede ser importante en la
limitacién de atresia de foliculos antrales persistentes (y pueden incluso prevenir la
degeneracion apoptética de quistes ovdricos) (Amsterdam, 2002; Sunak y col. 2007,
Komiyama y col. 2008).

Las vacas con quistes presentan altas concentraciones de LH en relacién a vacas que
ovulan normalmente, particularmente durante los dltimos dias, criticos en la
maduracién folicular (Hamilton y col., 1995). Los quistes foliculares ovéricos tienen
niveles altos de ARNm que codifica para receptores de LH, particularmente en células

de la granulosa de acuerdo a lo descripto por Calder y col. (2001). Sin embargo, estos
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resultados no coinciden por lo encontrado por Marelli y col. (2014) quienes detectaron
baja expresion de receptores para LH asi como una disminucién en la expresion de los
receptores de FSH en los quistes en relacion s los foliculos controles. Las discrepancias
posiblemente se deban a la clasificacion de los foliculos quisticos en dominantes y no
dominantes que realizaron Calder y col. (2001). Las modificaciones en los receptores de
gonadotrofinas probablemente influyan en las acciones de las mismas a nivel folicular
alterando la esteroidogénesis ovérica. Los foliculos destinados a la formacién de quistes
secretan mas 17 B-estradiol que los que ovulan normalmente (Kittok y col. 1974;
Hamilton y col., 1995) posiblemente debido a su exposicion a altos niveles de LH. El
principal responsable de la formacién de quistes, parece ser la falta del pico de 17p-
estradiol para estimular la liberaciéon de una oleada de GnRH de los centros
hipotaldmicos, responsable de inducir el pico preovulatorio de LH. Este concepto se ve
apoyado ademds, por la observacion de que los tratamientos que bloquean el pico
preovulatorio de LH en vacas con ciclos normales da lugar a la formacién de foliculos
persistentes y en consecuencia quistes (Lee y col., 2001).

Existe una fuerte asociacion entre las concentraciones intermedias de progesterona y la
ocurrencia de los quistes foliculares ovdricos. La insensibilidad hipotaldmica a los
estrégenos puede ser intermediada por la concentraciéon de progesterona en niveles
subluteales en la circulacion periférica, cuya fuente podria ser el propio quiste folicular
(Silvia y col., 2002; Hatler y col., 2003).

Por dltimo, con respecto a la testosterona, los cambios en su concentracién a nivel
folicular responden claramente a las modificaciones encontradas a nivel histoldgico.
Como fue descripto por Salvetti y col., (2010), a medida que avanza la persistencia en el
tiempo de los foliculos, se van perdiendo una gran cantidad células de la granulosa, las
que, como consecuencia cambian o pierden la capacidad de producir ciertas hormonas.
Dichas células son las encargadas de transformar los andrégenos provenientes de la teca
interna en estrégenos, mediante un proceso de aromatizacion (Hafez y Hafez, 2000).
Por lo tanto, es claramente comprensible que el liquido folicular de los quistes inducidos
contenga mayor cantidad de testosterona que los foliculos del grupo control debido a la
mayor persistencia (10 dias), y que los quistes espontdneos, cuya persistencia se
especula que es mayor a la de los quistes inducidos, presenten la mayor concentracion

de testosterona de todos los grupos.
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5.2. PERSISTENCIA FOLICULAR: MODELO DE INDUCCION

Hemos comprobado que el desarrollo de un modelo que reproduce de manera fiel la
situacion in vivo o la identificacién de criterios que permiten la clasificacion de un
foliculo como un quiste futuro, antes de su transformacién, es muy valioso en el estudio
de cambios celulares y moleculares que preceden la formacién del quiste ovérico. El
estudio de los eventos tempranos en la formaciéon de los quistes es fundamental si se
pretende arribar a medidas que ayuden a un diagndstico precoz y a tratamientos
efectivos.

El modelo de induccién de persistencia folicular desarrollado en este trabajo permitié
evidenciar cambios en las concentraciones de gonadotrofinas manifestados por la
ausencia del pico preovulatorio de LH con la consiguiente falla en la ovulacidn.
Siguiendo la conclusion de Hatler y colaboradores (2008) de que las concentraciones
bajas de progesterona pueden reducir la capacidad del 17B-estradiol, endégeno o
exdgeno, de inducir un pico preovulatorio de LH y la ovulacion, el modelo fue
congruente. Se vio modificada la pulsatilidad de LH, apareciendo en los grupos tratados
una frecuencia pulsétil durante los 5, 10 y 15 dias de persistencia, similar a la observada
en el proestro de los animales controles pero de menor amplitud. Estas modificaciones
en los perfiles plasmaticos de LH sumadas a concentraciones de FSH basales a través
del tiempo, permitieron en los animales tratados, la persistencia y el crecimiento
continuo del foliculo dominante hasta los 15 dias. De esta manera, se corrobora lo
descripto por Bridges y Fortune (2003), que concentraciones subluteales de
progesterona son capaces de inducir un incremento en la frecuencia de los pulsos de
LH, inhibiendo su pico preovulatorio y asi la ovulacion.

Si evaluamos los valores de hormonas esteroides en suero y en liquido folicular,
obtenidos al final del experimento, en la ovariectomia, la progesterona sérica presentd
mayor concentracion en los animales con foliculos persistentes de 5 dias mientras que
en aquellos con foliculos de 15 dias disminuy6 de manera andloga a lo observado en los
quistes espontdneos. En cuanto al liquido folicular, la concentracién de esta hormona
fue baja en todos los animales con foliculos persistentes en relacién a los foliculos
preovulatorios controles. Los datos referentes a esta hormona concuerdan con lo hallado
en el modelo de inducciéon de quistes mediante ACTH y en los casos espontdneos. En

cambio, la concentracion de 17-hidroxiprogesterona se incrementd de manera
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proporcional al aumento de dias en persistencia, tanto en suero como en liquido
folicular.

Al parecer los foliculos dominantes pueden desarrollarse de manera normal durante la
exposicion a corto plazo de niveles subluteales de progesterona y es necesaria una
exposicion mds prolongada a una frecuencia elevada de LH para provocar los cambios
en la esteroidogénesis folicular (Bigelow y Fortune, 1998; Shaham-Albalancy y col.,
2000) y en la maduracion del ovocito (Mihm y col., 1994). Esto ha sido han asociado
con una reduccién de la fertilidad (Bridges y Fortune, 2003).

Se ha descripto ademds, que el aumento de 17 B-estradiol en plasma que acompaiia la
prolongada dominancia folicular puede ser atribuido a un aumento de la masa de tejido
folicular. El aumento de la capacidad secretora de 17 B-estradiol de foliculos
dominantes persistentes en un ambiente hormonal de progesterona subluteal se puede
atribuir a un aumento de la masa de tejido con capacidad esteroidogénica por recibir
mayor frecuencia de estimulacion con LH. En ausencia de los efectos inhibidores
normales correspondientes a las concentraciones de progesterona luteales, estos
foliculos dominantes persistentes desarrollan un mayor volumen de teca interna que
puede producir relativamente mayores niveles de andrdgenos tras la estimulacion
frecuente por parte de LH. Un ndmero normal de células de la granulosa entonces
aromatiza estos andrégenos a 17 B-estradiol, y los resultados son concentraciones
mayores de 17 B-estradiol en plasma en el ganado vacuno con foliculos persistentes
frente a aquellos con foliculos dominantes normales. El aumento de la capacidad de
producir la progesterona sugiere que una prematura luteinizacién de estos foliculos
puede ser un factor implicado en la disminucién de la fertilidad de los ovocitos
provenientes de estos foliculos (Bigelow y col.,, 1998). Esto se condice con los
resultados hallados que demuestran que la concentracion de 17B-estradiol en suero y en
liquido folicular aument6 en la persistencia hasta el dia 10, para decaer hasta el dia 15.
Por otra parte, investigaciones previas aseguran que los foliculos persistentes poseen
una mayor capacidad de produccién de progesterona lo que sugiere una luteinizacién
prematura (Bigelow y col., 1998).

Sumados a los cambios en los niveles de gonadotrofinas, también se observaron
cambios a nivel morfolégico, ya que los foliculos persistentes en los distintos dias de
persistencia, mostraron una pérdida de espesor en las capas de la granulosa y teca, a
medida que avanzaba el tiempo de persistencia. La sumatoria de hallazgos, permiten

postular que podria desencadenarse una maduracién prematura de los ovocitos
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pertenecientes a foliculos dominantes persistentes segtn lo descrito por Revah y Butler
(1996), y como consecuencia generar alteraciones en la fecundacién o aumento en la
mortalidad embrionaria.

En funcién de estos resultados, podemos inferir que este modelo de induccién de
foliculos persistentes reproduce diversos aspectos endocrinos de la COD y de la
persistencia folicular asociada, caracteristica que lo convierte en una herramienta de
gran utilidad para el estudio de factores involucrados en los mecanismos

etiopatogénicos iniciales de la enfermedad quistica ovérica bovina.

5.3. EXPRESION DE TGF-p EN LA FOLICULOGENESIS NORMAL Y EN
ANIMALES CON COD ESPONTANEA E INDUCIDA Y EN LA
PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA

En este estudio encontramos diferencias en la expresion de las tres isoformas del TGF-f3
en las estructuras foliculares entre animales control y aquellos con COD espontdnea e
inducida. Hallamos una elevada expresiéon de TGF-B1 y 2 en quistes en relacién a los
foliculos atrésicos y terciarios control.

Los resultados para la expresion proteica de la isoforma TGF-Blen el ovario normal
difieren de los descritos anteriormente en el ganado bovino, probablemente debido a
diferencias metodolégicas. Nilsson y col. (2003) no encontraron expresion proteica de
TGF-B1 en la teca interna y si en la granulosa de foliculos terciarios de hasta 2 mm de
didmetro. Aunque el anticuerpo utilizado fue el mismo, las diferencias en el proceso de
fijacion y en los fijadores tisulares utilizados son probablemente la causa de estas
discrepancias. Sin embargo, los mismos autores encontraron la expresion de ARNm
para todas las isoformas TGF-f en todas las estructuras foliculares estudiadas tanto en la
granulosa como en la teca interna, que apoyan los resultados de nuestro estudio. Por
otro lado, los resultados previamente obtenidos por estos autores (Nilsson y col., 2003)
en relacion con TGF-B2 y TGF-B3 son consistentes con los que aqui se presentan, con
una alta expresion en las células de la granulosa y teca en todas las estructuras

estudiadas en los animales control.
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En cuanto a la regulacion de la expresion de TGF-fs, los experimentos realizados por
Nilsson y colaboradores (2003) determinaron que la expresion TGF-B1 estd regulada
por gonadotrofinas en el ovario bovino. Estos resultados muestran que el tratamiento
con FSH disminuye la expresiéon del ARNm de TGF-flen células de la granulosa.
Ademds, no provocé cambios cuando se realizé el tratamiento con hCG, y no se
observaron efectos en la expresion de las otras isoformas. Los resultados obtenidos por
PCR en tiempo real han demostrado que el ARNm para el receptor de FSH en células de
la granulosa es menor en los quistes foliculares que en foliculos terciarios controles
pequeiios, medianos y grandes (Marelli y col., 2014). Estos menores niveles indicarian
que esta hormona tiene menos influencia en los quistes, conduciendo a una
desregulacion en el nivel intracelular que podria tener un impacto en la expresion de
varios factores de crecimiento y hormonas, incluyendo TGF-f1. Es légico sugerir que
un entorno endocrino alterado podria conducir a una alteracién en el medio ovérico
local y por lo tanto, en la expresién de importantes reguladores como TGF-fs.

Las acciones de TGF- sobre la funcién de las células de la granulosa se sabe que
varian entre especies. En roedores, los TGF-Bs son potentes estimuladores de la
proliferacion de éstas células (Dorrington y col., 1988; Roy, 1993; Saragiieta y col.,
2002). Sin embargo, en especies de interés zootécnico, tales como el ganado bovino
(TGF-B2), ovino (TGF-f1 y TGF-B2) y porcino (TGF-1 y TGF-B2), estos factores de
crecimiento tienen una accion levemente estimulante o incluso actian como inhibidores
en la proliferacién y supervivencia de las células de la granulosa (Skinner y col., 1987;
May y col., 1988; Gangrade y May, 1990; Gilchrist y col., 2003; Juengel y col., 2004;
Juengel y McNatty, 2005). Ademads bajo condiciones in vitro, los TGF-fs estimulan la
sintesis de progesterona partir de células de la granulosa de roedores (Dodson y
Schomberg, 1987; Hutchinson y col.,, 1987; Knecht y col., 1987), mientras que
muestran efectos inhibidores en células de la granulosa de bovinos, ovinos (TGF-B1 y
TGF-B2) y cerdos (Mondschein y col., 1988.; Kubota y col., 1994; Gilchrist y col.,
2003; Juengel y col., 2004; Juenguel y Mc Natty, 2005). Mediante el uso de un modelo
de cultivo in vitro de células de la granulosa estimuladas con FSH, Zheng y col. (2008,
2009) observaron diferencias en la esteroidogénesis al agregar TGF-B1. Estos autores
demostraron que en las células de la granulosa estimuladas con FSH, el 17 B-estradiol y
el TGF-B1 inhiben la secrecion de progesterona y que, en ausencia de FSH, el 17 -
estradiol estimula y el TGF-B1 inhibe la secrecién de progesterona (Zheng y col., 2008,
2009). En contraste con los efectos de TGF-f sobre células de la granulosa, los efectos
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relacionados con la esteroidogénesis en las células teco/intersticiales parecen ser
similares entre especies. El TGF- suprime la producciéon de androgenos estimulada por
LH o forskolina las células de teco-intersticiales en la rata (Magoffin y col., 1989;
Herndndez y col., 1990), porcinos (Caubo y col.,, 1989; Engelhardt y col., 1992),
bovinos (Demeter-Arlotto y col., 1993) y humanos (Attia y col, 2000) (Juenguel y Mc
Natty, 2005). La expresion de una proteina clave de control de la produccién de
androgenos que cataliza la conversion de progestdgenos a andrégenos, CYP17Al, y de
la proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis, (StAR), que facilita el transporte
del colesterol en la mitocondria para la sintesis de esteroides, son reguladas por TGF-f3
en células de la teca, indicando algunos de los mecanismos subyacentes comunes en la
regulacién de la produccion de andrégenos entre las especies (Demeter-Arlotto y col.,
1993.; Attia y col., 2000; Juenguel y Mc Natty, 2005).

Los animales con COD espontdnea e inducida por ACTH asi como también aquellos del
modelo de induccién de foliculos persistentes, tienen niveles bajos de progesterona
intrafolicular en quistes y foliculos persistentes, cuando se comparan con foliculos
preovulatorios, y aumento de los niveles de testosterona en quistes espontineos
(Amweg y col., 2013) y foliculos persistentes. Teniendo en cuenta que en el presente
trabajo, tanto TGF-B1 y TGF-B2 se incrementaron en los foliculos quisticos en
comparacion con similares estructuras en el grupo de control como a lo largo de la
foliculogénesis en el mismo grupo, se puede sugerir que estos factores de crecimiento
podrian influir en algunos aspectos de la esteroidogénesis. Por otra parte, en el modelo
de persistencia folicular se observd que existen cambios tempranos durante la
persistencia observandose una disminucion en la expresion de TGF-B1 en las células de
la granulosa de los foliculos persistentes de 5 dias en relacién a los terciarios del mismo
tiempo de persistencia. Ademds se observd un incremento en la expresion de dicha
isoforma en las células de la teca de los foliculos persistentes del dia 10 en relacion a los
terciarios del mismo grupo. En estas células se observd, ademds, una disminucién en la
expresion en los foliculos persistentes entre los dias 10 y 15. Estos datos sugieren que
las alteraciones tempranas en la formacién de quistes podrian influir en la funcionalidad
ovdrica a largo plazo ya que la expresion de este factor de crecimiento influye en la
foliculogénesis, desarrollo y maduracion folicular.

En estudios in vitro, Zheng y col. (2009) demostraron que en las células de la granulosa,
TGF-B1 promueve la apoptosis y reduce la entrada en la fase proliferativa del ciclo

celular, independientemente de la estimulaciéon por FSH. Se ha confirmado tanto por
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nosotros y otros investigadores, que el balance proliferacion / apoptosis se altera en los
foliculos quisticos en animales con COD espontdnea e inducida por ACTH (Isobe y
Yoshimura 2007; Salvetti y col. 2010). Mientras que diversos factores influyen en este
delicado equilibrio, el sistema TGF-B podria desempefiar un papel importante mediante
la adicion de sus acciones anti-proliferativas a otros sistemas tales como el sistema
factor de crecimiento similar a insulina (IGF). Se ha observado que la expresién y la
biodisponibilidad de IGF1, un potente inductor de la proliferacion, es menor en quistes
que en estructuras andlogas en el ovario (Ortega y col., 2008; Rodriguez y col., 2013).
Sin embargo, también se ha observado que la proliferacion en quistes foliculares esta
disminuida, con bajos niveles de apoptosis (Salvetti y col., 2010). Tales circunstancias
inusuales que favorecen la persistencia de estas estructuras, que contintian secretando
niveles alterados de factores de crecimiento y hormonas contribuirian a la patogenia de

esta enfermedad.

5.4. SISTEMA ACTIVINA- INHIBINA-FOLICULOSTATINA: EXPRESION EN
LA FOLICULOGENESIS NORMAL Y EN ANIMALES CON COD
ESPONTANEA E INDUCIDA Y PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA

Ha sido ampliamente documentado que las moléculas de activina, inhibina y
foliculostatina son sintetizadas en las células del ovario y cumplen importantes roles
autocrinos y paracrinos en la regulacion del ciclo estral de los animales domésticos
(Smith y Cortvrindt, 1998; Liu y col., 1999; McNatty y col., 2000; Knight y Glister,
2001; Zhao y col., 2001; Drummond y col., 2002; Pangas y col., 2002; Glister y col.,
2006; Knight y Glister, 2006). En el caso particular de los bovinos, estas tres proteinas
son sintetizadas por las células de la granulosa, ejerciendo no sélo un efecto autocrino
sino también paracrino sobre las células de la teca y el ovocito (Knight y Glister, 2001).
Los datos obtenidos por nosotros sobre la expresion de activina y foliculostatina
muestran expresion positiva mediante inmunohistoquimica tanto en granulosa como en
teca interna. Sin embargo, la escasa marcacion en las células de la teca interna nos
permite inferir que esa débil expresion pueda deberse al pasaje de dichas proteinas
desde la capa de células de la granulosa para cumplir con su rol paracrino. Es decir que,
como fue descripto por Knight y Glister (2003), activina y foliculostatina serian
sintetizadas en el citoplasma de las células de la granulosa en diferentes magnitudes
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dependiendo del estadio de desarrollo folicular, y cumplirian con su funcién paracrina
nivel de la teca. Diferente es el caso de la inhibina, que s6lo fue detectada por esta
técnica en las células de la granulosa de los foliculos terciarios con mayor desarrollo
dentro del ovario.

Con respecto al estadio de desarrollo folicular, tanto la activina, sus receptores (tipo [ y
II) y la foliculostatina, han sido detectados en los foliculos desde estadios preantrales
(primarios y secundarios), indicando roles locales en la progresion folicular temprana
(Rabinovici, 1991; McNatty y col., 2000; Drummond y col., 2002; Pangas y col., 2002).
Sin embargo, sus funciones en esta etapa no parecen ser determinantes o bien podrian
ser suplementadas por otro sistema regulatorio, ya que estudios realizados con ratones
mutantes deficientes en el receptor de activina tipo IIB detienen el desarrollo folicular
en estadio antral temprano, sugiriendo que a partir de esta etapa la funcién de estas
proteinas pasa a ser imprescindible en la foliculogénesis (Matzuk y col., 1996).

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que existe una expresion alterada
del sistema activina-inhibina-foliculostatina en los ovarios de animales con COD tanto
espontdnea como inducida asi como también en aquellos con persistencia folicular
inducida mediante progesterona. Pudo observarse una elevada expresion de la
subunidad BA, comin a la activina A e inhibina A, y de la subunidad a de la inhibina en
animales con COD espontdnea. Ademds, se observé un aumento en la expresion de
activina en la granulosa de los foliculos persistentes de 15 dias en relacién al grupo
control, lo que coincide con lo observado en los quistes espontdneos e inducidos. Por
otra parte la inhibina total en la granulosa de los foliculos persistentes presentd
variaciones que no se mantuvieron en el tiempo. En relacion a los niveles séricos de
inhibina B, pudo detectarse un aumento en los animales del grupo de persistencia de 15
dias sin diferencias en el grupo de animales con COD espontdnea. Las subunidades 3
tienen una alta secuencia de homologia (63%), pero son reguladas diferencialmente
durante el desarrollo folicular y a través de la seleccion y maduracién del foliculo
ovarico (Muttukrishna y col., 1994). Las diferencias de expresion se reflejan en las
respuestas funcionales (Thompson y col., 2004). Varios estudios han demostrado que la
expresion de las subunidades no es consistente entre especies. Por ejemplo, en contraste
con lo que sucede en el ganado lechero, Magoffin y Jakimiuk (1997, 1998) encontraron
altos niveles de inhibina A y B en liquido folicular en pacientes con enfermedad
poliquistica ovérica (PCOD). Estos autores mostraron que la inhibina B es la forma

predominante de inhibina en el liquido folicular tanto en ovarios poliquisticos como en
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ovarios normales. La concentraciéon de inhibina B fue 10 veces superior que la de
inhibina A y 50 veces mayor que la de activina A (Magoffin y Jakimiuk, 1997; 1998).
El sistema de inhibina/activina /foliculostatina actia de manera autocrina/paracrina en el
ovario. Niveles anormales de este sistema pueden ejercer un importante rol en el
sindrome de ovario poliquistico y vincularse a la hiperinsulinemia (Shen y col., 2005).
Los resultados obtenidos sobre activina muestran que el patrén de expresion de dicha
molécula se comporté de manera similar en todos los grupos (control, COD inducida y
COD espontdnea), aumentado desde foliculos preantrales a terciarios, para luego
descender en los foliculos atrésicos. Estos datos concuerdan con los obtenidos por
Knight y Glister (2003) e indican que el porcentaje de drea inmunomarcada fue
directamente proporcional al tamafio folicular. La informacién aportada en este trabajo
confirma la importancia de la activina en estadios foliculares avanzados, donde a
medida que los foliculos crecen, va aumentando su expresién en las células de la
granulosa y por lo tanto, sus acciones locales. Es importante aclarar que los foliculos
atrésicos expresan menores cantidades de activina en sus células de la granulosa que los
foliculos terciarios, apoyando los conocimientos acerca de las funciones de esta proteina
en cuanto a la estimulacién de la diferenciacion y la proliferacion celular.

Nuestros resultados indican que los altos niveles de expresion encontrados para la
subunidad o en secciones de tejido probablemente corresponden mayoritariamente a la
inhibina A. Esto se sugiere considerando que los niveles intrafoliculares de inhibina B
(subunidades BB) en quistes fueron menores que los detectados en foliculos terciarios
grandes en el grupo de control, y que ademds, el anticuerpo utilizado en la técnica de
inmunohistoquimica para la localizacion de la activina detecta exclusivamente la
subunidad BA, que es compartida entre la activina BA y la inhibina BA. En foliculos
antrales grandes en bovinos, Beg y col. (2002) encontraron que la concentracién de
inhibina B disminuye en foliculos de entre 8,0 y 8,9 mm y entre 10,0 y 10,9 mm de
didmetro folicular y que la activina A aumenta entre 7,0 y 7,9 mm y entre 9,0 y 9,9 mm
de didmetro folicular. La concentracién de inhibina B observada por Beg y col. (2002)
en vacas sanas coincide con la encontrada por nosotros en liquido folicular de foliculos
grandes en los animales control. La disminucién en la concentracién de inhibina B
observada en los quistes podria relacionarse con una menor expresion de la subunidad
BB y una mayor expresion de la subunidad BA, alterando el equilibrio activina A /
inbibina A. Los resultados en el modelo de persistencia indicarian que los cambios
observados en cuanto a la expresion de estas moléculas ocurren de manera temprana y
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son dindmicos en la medida que la persistencia se desarrolla a lo largo del tiempo.
Consecuentemente, conduciria a una alteracién en diferente sentido de los integrantes de
esta superfamilia, contribuyendo a un desbalance generalizado en el ambiente hormonal
local.

En quistes en vacas, Kaneko y col. (2002) encontraron que la inhibina A plasmaética se
mantiene en niveles altos durante un largo periodo, asociada con el crecimiento de los
foliculos dominantes persistentes, y que luego disminuye en foliculos dominantes que
cesan de crecer o cuando se produce la ovulacién. Sin embargo, estos autores no
midieron la concentracion folicular de inhibina A. Beg y col. (2002) encontraron niveles
similares de inhibina A total y en los foliculos de diferentes ondas foliculares en vacas.
Diversos estudios han confirmado los efectos autocrinos/paracrinos de la activina para
promover la proliferacion y mantener la diferenciacion de células de la granulosa
(Knight y col. 2012). Por ejemplo, el tratamiento de células de la granulosa con activina
provenientes de ratas inmaduras tratadas con dietilestilbestrol (DES), puede regular el
incremento de la expresion del receptor de FSH, mejorando la capacidad de respuesta a
la FSH y LH, aumentando la expresion de la subunidad a de la inhibina y del ARNm de
foliculostatina (Knight y col.1996). En presencia de la FSH, la activina puede mejorar la
actividad y por ende, la secrecion de estrégenos y de progesterona, asi como aumentar
la expresion de receptor de FSH y foliculostatina (Knight y col. 1996). Esta accién
ampliamente aceptada de activina en la promocién de la expresion del receptor de FSH
actia con mds éxito en niveles menores de foliculostatina (Knight y col., 1996).
Activina A también reduce la secreciéon de andrégenos (Hillier y col., 1991), y la
activina B suprime la produccion de andrégenos de células de la teca cultivada in vitro
(Young y col., 2012).

Aunque se encontrd un aumento de la expresion de la subunidad BA de la activina, esto
no estd totalmente relacionado con los cambios observados tipicamente en los quistes
foliculares tal como una disminucion en la proliferacion y la apoptosis (Salvetti y col.,
2010) y un aumento de los niveles de andrégenos y concentraciones normales de
estrégenos (Amweg y col., 2013). Estudios anteriores han demostrado que el equilibrio
entre proteinas pro-y anti-apoptoticas estd a favor de la supervivencia celular, pero con
bajos niveles de proliferacion celular (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 2009,
2010). Sin embargo, debido a la interaccion entre los componentes del sistema, los
resultados con respecto a la expresion de la inhibina y foliculostatina y la relacién entre
estas moléculas también deben ser considerados.
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Las activinas y las inhibinas, secretadas por células de la granulosa, pueden funcionar
como reguladores reciprocos de la produccién de andrégenos de las células de la teca.
La produccién de inhibina por foliculos seleccionados aumenta, de modo que la accién
inhibidora de la activina en la produccién de andrégenos es superada y el foliculo
produce cantidades crecientes de andrégenos, vitales para mantener el sustrato
suficiente para la aromatizacién a estrégenos (Knight y col., 2012). Los niveles de
subunidad o y de la subunidad BA de la inhibina que se encuentran en los quistes
foliculares exceden funcionalmente los niveles de activina BA, lo que resulta en un
equilibrio en favor de las acciones de la inhibina en el ovario.

La foliculostatina se une a las isoformas de activina y, en menor medida, a las isoformas
de inhibina a través de su subunidad comun . Esta accion se considera que representa
el principal papel funcional de foliculostatina, en particular con respecto a la
neutralizaciéon de la bioactividad de la activina debido a que la afinidad de
foliculostatina por activina es similar a la existente entre la activina y sus receptores
(Knight, 1996). El aumento en los niveles de foliculostatina coincide con el incremento
de tamafio de los foliculos, con los mayores niveles de expresion encontrados en los
foliculos terciarios (en todos los grupos) y en los foliculos quisticos. Al oponerse a las
acciones positivas de activina en células de la granulosa, la foliculostatina puede
promover la atresia del foliculo asociada con la disminucién de la actividad aromatasa,
la secrecién de inhibina y el aumento la produccion de progesterona.

Basandonos en los resultados obtenidos, postulamos que el delicado balance entre los
componentes del sistema activina-inhibina-foliculostatina estd inclinado en favor de un
bajo tono de activina. Esto podria contribuir a los mecanismos que conducen a la
prolongada persistencia folicular, con bajos niveles de apoptosis y proliferacion en estas
estructuras (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col. 2010) y una esteroidogénesis
alterada (Amweg y col., 2013).

Por dltimo, las diferencias encontradas entre la COD espontdnea e inducida de ACTH se
deben probablemente a las diferencias en las condiciones ambientales y el tiempo de

persistencia de los quistes, lo cual podria influir en la expresiéon de estos componentes.
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5.5. RECEPTORES DE LA SUPERFAMILIA TGF-p: SU EXPRESION EN LA
ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA INDUCIDA Y ESPONTANEA

El esclarecimiento de la sefializacion interpretando roles efectores y moduladores de los
receptores para los integrantes de esta superfamilia demuestra la importancia de cémo la
modulacién de las vias de comunicacidn intracelular y sus intermediarios participan en
la diferenciacion celular y el desarrollo del tejido, en este caso ovdrico. Al hacer
referencia a los receptores evaluados en esta tesis, ACTRIIB y TGF-BRI, y TGF-BRIII,
destacamos que su presencia fue detectada en las células de granulosa y teca interna de
todos los estadios foliculares.

Una comprension detallada de la sefializacion generada por nuestros ligandos objetivo
de estudio, nos lleva a citar que, para el caso de la inhibina, ésta antagoniza la
sefnalizacion de la activina mediante la unidn a receptores de activina tipo II, evitando
asi la formaciéon de complejos activos de sefalizacion con receptores tipo-1 (Phillips y
Woodruff, 2004). La inhibina sélo puede interactuar de manera efectiva con los
receptores de tipo II cuando se une a otra molécula de la superficie celular, el TGF-
BRIII, que se considera esencial para la inhibina (Cook y col., 2004; Lewis y col.,
2000). Si evaluamos los resultados obtenidos para el TGF-BRIII, 1la mayor expresion se
observo en células de la granulosa en los foliculos secundarios y en quistes inducidos.
En la teca interna se noté una marcacion similar en cuanto a intensidad de marcacién en
foliculos terciarios espontdneos y controles, lo que concuerda con lo estudiado por
Glister y col. (2010). El anélisis de la expresion del mRNA en células de la teca y en
células de granulosa de foliculos antrales bovinos revel6 que la expresidon era mayor en
las primeras y que aumentd progresivamente con el crecimiento folicular (Glister y col.,
2010). El TGF-BRIIIL, ademds de unirse a las tres isoformas de TGF-B (Segarini y col.,
1989; Cheifetz y col., 1990), puede facilitar la unién de la inhibina a su receptor de
sefalizacién de tipo II (Wang y col.,, 1996; Loépez-Casillas y col., 1993). Se ha
demostrado recientemente que la inhibina-A puede antagonizar la sefializacion de TGF-
BII mediante la promocién de la internalizacién de TGF-BRIII en la superficie celular
(Looyenga y col., 2010). Por lo tanto, es evidente que la inhibina estd implicada en la
modulacién de la sefializacién por multiples ligandos de la familia TGF-B y no sélo

activinas. Del mismo modo, TGF-B puede modular la accién inhibina través de la
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competencia por la unién con el TGF-BRIII y/o mediante la modulacién de la expresion
del mismo (Farnworth y col., 2007).

En cuanto a ACTRIIB, su mayor presencia se detect6 en la teca interna de los foliculos
quisticos provenientes de casos de COD espontidnea. La expresion en foliculos
primarios espontdneos fue la mas notoria al evaluar las células de la granulosa de todas
las estructuras evaluadas. Esto concuerda con lo descrito por Glister y col. (2010), en
foliculos antrales bovinos cultivados, donde encontraron que habia relativamente poca
variacion en la abundancia general para receptores de activina de tipo I (ACVRI1 y
ACVRIB) y I (ACVR2A y ACVR2B) durante el desarrollo del foliculo de 1-18 mm;
los que se expresaron tanto en células de teca y granulosa en todas las etapas. Esto
concuerda con la presencia detectada en condiciones fisioldgicas de la activina.

Para el caso del receptor TGF-BRI, la expresion de su ARNm es alta en cultivos de
ovarios de rata 4 dias después del nacimiento, cuando hay principalmente foliculos
precursores primordiales y primarios presentes. Entre los dias 4 y 8, esta expresion
disminuye a medida que las células de la granulosa se multiplican en foliculos primarios
y preantrales. Entre los dias 8 y 12, el ARNm TGF-BR1 aumenta coincidiendo con la
diferenciacion y el reclutamiento de células de la teca, la proliferacion de células de la
granulosa y la formacién de foliculos antrales. En relacion al TGF-BRI, encontramos
que su expresion en células de la granulosa fue constante y similar en los foliculos
primarios, secundarios y antrales evaluados, presentando la mayor marcacién los quistes
espontdneos. La presencia en teca interna de los foliculos espontdneos evaluados fue la
mds intensa de ambos tipos celulares evaluados. Una mayor expresion del TGF-BRI
podria favorecer las acciones del ligando, actuando de manera especifica en los
foliculos en crecimiento, favoreciendo la persistencia y el recambio por nuevas
estructuras quisticas. En cuanto a la expresion de los dos receptores y del correceptor,
TGF-BRIIL, y, considerando las multiples funciones de los ligandos anteriormente
evaluados, es probable que su expresion aumentada en los quistes foliculares esté
vinculada con la persistencia en el tiempo de las estructuras quisticas, evadiendo los
mecanismos celulares de la apoptosis que permitan el reanudamiento de la actividad
folicular.

Dada la complejidad y la naturaleza multifacética de la foliculogénesis ovérica, la tarea
de desentrafiar las funciones del sistema endocrino y las vias de sefializacién intra-

ovdricos que regulan este proceso esencial en condiciones patolégicas es
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verdaderamente interesante y brindaria datos aplicables al disefio de protocolos y

medidas terapéuticas efectivas.
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6-Conclusiones

El éxito de los programas de salud reproductiva del rodeo puede ser monitoreado
mediante diferentes pardmetros, siendo uno de los mds importantes, la cantidad de
terneros producidos por vaca anualmente. Por lo tanto, cualquier alteracion de la
fisiologia normal de la vaca, como la aparicion de quistes foliculares, o alteraciones en
la frecuencia de los ciclos estrales, son capaces de provocar una importante reduccion
en la eficiencia reproductiva de estos animales y en consecuencia, en la produccién de
terneros. Existe una fuerte justificaciéon econémica para desarrollar medidas preventivas
y tratamientos para las alteraciones foliculares. Los resultados obtenidos en esta tesis
aumentan el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad quistica ovdrica y los
mecanismos involucrados en la persistencia folicular. Ademds, el desarrollo de los
métodos necesarios para estos estudios, permiten disponer de herramientas no sélo para
la investigacion de estos trastornos, sino ademds, para su aplicacion futura en el estudio
de otras enfermedades. De esta manera, con los resultados obtenidos y la discusion de
los mismos considerando los aportes de otros autores, obtuvimos las siguientes

conclusiones:

I- Se ha demostrado previamente que TGF-B influencia la esteroidogénesis, la
proliferaciéon folicular ovdrica y la apoptosis. Por lo tanto, una alteracién en su
expresion puede contribuir a la patogenia de la COD bovina. Los niveles proteicos de
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3 fueron claramente detectables en todos los estadios de
desarrollo folicular ovérico bovino. Mds atn, la expresién proteica presentd variaciones
a lo largo de la foliculogénesis y estos patrones de expresion no se diferenciaron de los
encontrados en ovarios de animales con COD tanto inducida como espontdnea. Al
abordar el estudio puntual de la isoforma TGF-B1 en el modelo de persistencia folicular,
los resultados obtenidos consolidaron y complementaron los conocimientos obtenidos
del modelo de desarrollo de quistes. Las diferentes isoformas de TGF-f, implicadas
globalmente como inhibidores de los mecanismos de proliferacion celular, estuvieron
sobreexpresadas en estructuras quisticas espontdneas, y la isoforma TGF-B1 mostré
mayor expresion en los foliculos con 10 dias de persistencia. La baja proliferacion
demostrada en los foliculos quisticos y en foliculos que persisten, permiten sospechar

un importante rol de estos factores de crecimiento.
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2- Tanto activina como foliculostatina fueron detectadas en todos los estadios de
desarrollo folicular, indicando una relacion entre la expresion de estas proteinas con el
desarrollo folicular. Por otra parte, la inhibina sélo fue encontrada en aquellos foliculos
antrales de mayor tamafio y, en los foliculos quisticos y persistentes. Los efectos de
activina, foliculostatina e inhibina como moduladores de la produccién de hormonas
esteroides descriptas en otros estudios, podrian relacionarse con los valores hormonales
hallados en esta tesis. La comparacion entre las concentraciones séricas y foliculares de
progesterona y la expresion de activina en quistes y foliculos preovulatorios, permiten
suponer el rol indirecto de esta dltima molécula sobre la produccién hormonal. Lo
mismo podria esperarse entre la produccion de andrégenos en relacién con la inhibina, o
los cambios encontrados en los niveles de estrégenos. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la produccién de esteroides ovdricos involucra numerosos factores que
integran un complejo mecanismo, por lo que no seria correcto adjudicar todos los
cambios encontrados a la accion moduladora de las gonadotropinas que tienen dichas
moléculas. Un desbalance en la expresion de los componentes del sistema inhibina-
activina-foliculostatina contribuiria en la persistencia folicular observada en el modelo

evaluado avalando los resultados encontrados en los casos de COD espontédnea.

3- La evaluaciéon de los receptores TGF-BRI, ACTRIIB y TGF-BRIIl permitié
identificar cambios en la expresion en los foliculos quisticos en relacién a los controles.
Esto, junto con las alteraciones encontradas a nivel de los ligandos concretaria una

modificacién en la sefializacidon favoreciendo las acciones de estos a nivel celular.

4- El modelo experimental de induccién de la COD utilizado permitié el estudio y
conocimiento de aspectos dificiles de abordar trabajando con muestras provenientes de
animales que presentaron la enfermedad de manera espontdnea. Si bien hubo
diferencias entre el modelo utilizado y los casos espontdneos de quistes diagnosticados
y obtenidos a campo, las mismas podrian explicarse principalmente por el tiempo de
persistencia indeterminado en muchos casos espontaneos de la enfermedad. Ademas, el
desarrollo y caracterizaciéon de un modelo para el estudio de la persistencia folicular
desde estadios muy tempranos permitird su utilizacién como herramienta para el estudio
de aquellos factores que se encuentran alterados desde el inicio de la formacion de los

quistes. En este sentido, los modelos experimentales que permiten el estudio de los
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cambios incipientes que ocurren muchas veces antes del diagndstico, resultan
fundamentales para ampliar los conocimientos referentes a la etiopatogenia temprana de

los quistes y pueden ser utilizados en estrategias preventivas.

5- En relacién al desarrollo del modelo de persistencia folicular podemos concluir que
se han obtenido datos relevantes sobre lo que sucede en etapas tempranas del desarrollo
de la enfermedad, que llevarfan finalmente a la formacién de los quistes, con las
consiguientes infructuosas inseminaciones artificiales o en mortalidad embrionaria
temprana. Este aporte podria contribuir a medidas que ayuden a lograr diagndsticos

oportunos y a tratamientos efectivos.

6- Ambos modelos desarrollados en animales afianzan la idea de que los modelos
experimentales son necesarios para entender las enfermedades tanto en animales como
en humanos y que los modelos animales con validacién apropiada pueden ser usados
para ensayos preclinicos, clinicos y terapéuticos asi como para estudiar la patogénesis

de complejos desérdenes reproductivos.
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