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Secundarios, FT: Terciarios del grupo control (c) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes
del modelo experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp27 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de
frigorifico (f).

Area inmunomarcada para la proteina Hsp27 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios del grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes del modelo

experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp27 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de frigorifico (f).

Inmunomarcacién de la pared de un foliculo primario control, del modelo experimental, con
anti-Hsp27.

Inmunomarcacion de la pared de un foliculo secundario del grupo control, del modelo
experimental, con anti-Hsp27.

Inmunomarcaciéon de la pared de un foliculo terciario del grupo control del modelo
experimental, con anti-Hsp27.

Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de la pared de un quiste inducido con ACTH.

Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de la pared de un foliculo terciario de ovario sano obtenido
en frigorifico.

Inmunomarcacién con anti-Hsp27 de la pared de un quiste espontaneo de ovario obtenido en
frigorifico.
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Area inmunomarcada para la proteina Hsp60 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control (c) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes
del modelo experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp60 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de
frigorifico (f).

Area inmunomarcada para la proteina Hsp60 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios del grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes del modelo
experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp60 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de frigorifico (f).

Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de la pared de un foliculo terciario del grupo control, del
modelo experimental.

Inmunomarcacién con anti-Hsp60 de la pared de un quiste inducido con ACTH.

Inmunomarcacién con anti-Hsp60 de la pared de un foliculo terciario de ovario obtenido en
frigorifico.

Inmunomarcacioén con anti-Hsp60 de la pared de un quiste espontaneo de ovario obtenido en
frigorifico.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp70 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes
del modelo experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp70 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de
frigorifico (f).

Area inmunomarcada para la proteina Hsp70 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios del grupo control (c) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes del modelo

experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp70 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de frigorifico (f).

Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la pared de un foliculo terciario del grupo control, del
modelo experimental.

Inmunomarcacién con anti-Hsp70 de la pared de un quiste inducido con ACTH.

Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la pared de un foliculo terciario de ovario de frigorifico.
Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la pared de un quiste espontaneo, obtenido en frigorifico.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp90 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes
del modelo experimental.

Area inmunomarcada para la proteina Hsp90 en granulosa de FP: Foliculos Primarios, FS:
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de
frigorifico (f).

Area inmunomarcada para la proteina Hsp90 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:

Terciarios del grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos provenientes del modelo
experimental.
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Area inmunomarcada para la proteina Hsp90 en teca de FS: Foliculos Secundarios, FT:
Terciarios de ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de frigorifico (f).

Inmunomarcaciéon con anti-Hsp90 de la pared de un foliculo terciario control, del modelo
experimental.

Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la pared de un quiste inducido con ACTH.
Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la pared de un foliculo secundario de ovario de frigorifico.
Inmunomarcacién con anti-Hsp90 de la pared de un quiste espontaneo.

Densidad Optica Integrada relativa a B-actina para Hsp27, en la pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP: Foliculos antrales pequefios, FG: grandes, Q: quisticos)
provenientes de material de frigorifico.

Placa radiografica representativa de un Western Blot que muestra la expresion de Hsp27 en la
pared folicular de foliculos antrales pequeiios (FP),grandes (FG), y quistes (Q) provenientes de
material obtenido en frigorifico.

Densidad Optica Integrada relativa a B-actina para Hsp60, en la pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP: Foliculos antrales pequefios, FG: grandes, Q: quisticos)
provenientes de material de frigorifico.

Placa radiografica representativa de un Western Blot que muestra la expresion de Hsp60 en la
pared folicular de foliculos antrales pequeiios (FP),grandes (FG), y quistes (Q) provenientes de
material de frigorifico.

Densidad Optica Integrada relativa a B-actina para Hsp70, en la pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP: Foliculos antrales pequefios, FG: grandes, Q: quisticos)
provenientes de material de frigorifico.

Placa radiografica representativa de un Western Blot que muestra la expresion de Hsp70 en la
pared folicular de foliculos antrales pequeiios (FP),grandes (FG), y quistes (Q) provenientes de
material de frigorifico.

Densidad Optica Integrada relativa a p-actina para Hsp90, en la pared folicular completa de
varios tipos foliculares (FP: Foliculos antrales pequefios, FG: grandes, Q: quisticos)
provenientes de material de frigorifico.

Placa radiografica representativa de un Western Blot que muestra la expresion de Hsp90 en la
pared folicular de foliculos antrales pequeiios (FP),grandes (FG), y quistes (Q) provenientes de
material de frigorifico.

Niveles de ARNm de Hspl0O/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Niveles de ARNm de Hsp27/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Niveles de ARNm de Hsp40/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Niveles de ARNm de Hsp60/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.
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Niveles de ARNm de Hsp70/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Niveles de ARNm de Hsp900/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Niveles de ARNm de Hsp90B/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos
provenientes de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la
visualizacion en gel de agarosa al 2% de los amplificados para cada caso.

Ultrasonografia de un ovario quistico de un animal en produccion, con COD de desarrollo
espontaneo. La estructura quistica tiene un tamafio superior a 20 x 30mm.

Niveles de ARNm de CyP17al/GAPDH en poblaciones celulares obtenidas por aspiracion
folicular de quistes ovaricos de desarrollo espontaneo. De animales en producciéon. Cada barra
representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de CyP19al/GAPDH en poblaciones celulares obtenidas por aspiracion
folicular de quistes ovaricos de desarrollo espontaneo de animales en produccion. Cada barra
representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hspl0/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp27/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp40/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp60/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp70/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representaun quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp90a/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.

Niveles de ARNm de Hsp90B/GAPDH en células de la granulosa, en teca y en pared completa
(teca + granulosa) de foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada barra representa un quiste en estudio.
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RESUMEN

Los procesos reproductivos, para tener éxito, deben estar en armonia y
sincronizados con el medio ambiente. Las condiciones desfavorables (por ejemplo,
temperaturas extremas, disminucion de los nutrientes, exposicion a sustancias nocivas,
etc.) inducen estrés en los organismos y reprimen la reproduccion a través de vias
hormonales y nerviosas. De la misma manera, condiciones adecuadas, promueven y
garantizan la eficiencia reproductiva.

Se ha demostrado que las altas temperaturas pueden afectar los distintos eventos
reproductivos a través de alteraciones en la proliferacion y la apoptosis de células
ovaricas, asi como también inducir la hipersecrecion de hormonas esteroideas desde esta
glandula. Asimismo, se ha identificado al estrés como posible factor etiologico de la
enfermedad quistica ovarica (COD, del inglés Cystic Ovarian Disease) y de hecho se ha
encontrado una relacion estrecha entre los mecanismos neuroendocrinos de respuesta al
estrés, la actividad del sistema simpatico y la activacion celular de la expresion de
HSPs.

La COD se presenta frecuentemente en vacas lecheras de alta produccion,
aunque ocasionalmente también se presenta en animales destinados a la produccion de
carne. Se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un diametro mayor al
ovulatorio que permanecen en el tiempo ocasionando trastornos en la funcionalidad
ovarica. Puede afectar hasta un 15% de las vacas en el periodo posparto, momento
critico en el que hay una transicion desde la prefiez a la reanudacion de la ciclicidad
ovarica. El diagnéstico de COD suele realizarse durante los primeros 60 dias posparto vy,
esta irregularidad lleva a prolongar el intervalo parto-concepcion, provocando grandes
pérdidas a la produccion pecuaria general.

En el presente estudio, se han descripto y evaluado los niveles proteicos y de
ARNm de algunas proteinas de golpe térmico (HSPs; del inglés Heat Shock Proteins)
con el objeto de relacionarlos con la foliculogénesis normal en la especie bovina y
estudiar su significancia en la COD. Para tal fin, se trabajé con muestras de ovarios de
distintas procedencias: animales sometidos a un modelo experimental de induccion de
COD; animales en produccion con desarrollo espontaneo de la enfermedad, y muestras

obtenidas en frigorifico.
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Las muestras fueron procesadas de acuerdo a los requerimientos y a los fines de
ser utilizadas para la evaluacion de la expresion de Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90
mediante inmunohistoquimica y western blot. El estudio de los ARNm de Hsp10, 27,
40, 60 70, 90a y 90 se llevo a cabo por RT-PCR a punto final.

Los niveles proteicos de Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90 fueron claramente
detectables en todos los estadios del ciclo ovarico bovino. Mas aun, la expresion
presentd variaciones a lo largo del desarrollo folicular normal y estos patrones de
expresion se diferenciaron de los encontrados en ovarios de animales con enfermedad
quistica tanto inducida como espontanea. Los ARNm cuantificados correspondientes a
Hsp10, Hsp27, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90oa y Hsp90p también evidenciaron
discrepancias en cuanto a su expresion entre estructuras foliculares normales y quisticas.

Los resultados de esta tesis y su relaciéon con los reportes de otros autores
permitieron arribar a las siguientes conclusiones: 1- Hsp27 y Hsp70, proteinas
implicadas en la inhibicion de los mecanismos de apoptosis, estuvieron sobreexpresadas
en estructuras quisticas espontaneas. Para el caso de Hsp60 los ensayos a partir de
ovarios obtenidos en frigorifico permitieron confirmar que la proteina se expresa
mayormente en quistes, mientras que sus ARNm parecen estar elevados en granulosa de
foliculos antrales medianos confirmando lo hallado previamente por otros autores Por
su parte, la inmunodeteccion de Hsp90 mostrd similitudes a lo encontrado para Hsp70,
y esta correlacion en los niveles de expresion podria explicarse teniendo en cuenta las
funciones compartidas que cumplen dichas chaperonas; 2- en cuanto a las variaciones
de Hsp10 durante la foliculogénesis normal, se observé que los mayores niveles fueron
evidentes en foliculos antrales respecto a lo observado en estructuras quisticas; lo que se
condice con los hallazgos de otros autores en foliculos de humanos y de raton. El
ARNm correspondiente a Hsp27, Hsp40 y Hsp70 se expres6 de manera similar en la
granulosa de los quistes, ya que en todos los casos sus niveles fueron inferiores a los
encontrados en foliculos antrales pequefios y medianos. La expresion de ARNm de
Hsp60 en células de la teca coincidid con los niveles aumentados de la proteina
encontrados en quistes espontaneos. Sin embargo, en la granulosa, la mayor expresion
se encontrd en foliculos antrales medianos. Los resultados referidos a la expresion de
ARNm correspondiente a las dos isoformas de Hsp90 (o y P) mostraron una baja

expresion de Hsp90B en quistes foliculares provenientes de frigorifico y un aumento
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notable de la cantidad de ARNm de Hsp90a; 3- se han podido establecer relaciones
entre algunas de las proteinas estudiadas en la presente tesis (HSPs) y variables
descriptas previamente por otros autores como participes de la enfermedad quistica
ovarica en bovinos. En este sentido, proteinas tales como Hsp27, Hsp70, Hsp40 podrian
estar involucradas en el desbalance de los eventos de proliferacion/apoptosis existente
en las estructuras quisticas, inhibiendo a diferentes niveles la muerte celular programada
y favoreciendo de esta manera la persistencia de las mismas. Asimismo, las isoformas
Hsp900/Hsp90p mostraron estar relacionadas con los niveles de expresion de los REa y
REP, mediante lo cual se corrobord la implicancia de las HSPs mencionadas en la
foliculogénesis normal y en alteraciones de la misma. 4- El modelo experimental
utilizado permite el estudio y conocimiento de aspectos dificiles de abordar trabajando
con muestras provenientes animales que presentaron la enfermedad de manera
espontanea. Sin embargo, hubo diferencias entre el modelo utilizado y los casos
espontaneos de quistes obtenidos en frigorifico, lo que podria explicarse por la alta
variabilidad de las muestras obtenidas en frigorifico y la falta de informacion de los
animales de los cuales provinieron estas muestras. El trabajo con animales que
desarrollaron la enfermedad espontaneamente y de los cuales se conoce la historia
podria ayudar a establecer y fijar mds variables tales como estado corporal, balance
energético, tratamientos previos, etc., que se relacionen con la patogenia de la

enfermedad quistica ovarica en el bovino.
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SUMMARY

Reproductive processes, to be successful, should be synchronized with
environment. The adverse conditions (for example, inadequate temperatures, reduced
delivery of nutrients and exposure to harmful substances) induce stress in organisms
and suppress reproduction through hormonal and nerve pathways. Similarly, adequate
conditions for reproduction promote it via hormonal stimulators.

It has been shown that high temperatures can affect various reproductive events
through imbalance of cellular proliferation/apoptosis and induce hypersecretion of
steroid ovarian hormones. Also, stress has been identified as a possible etiologic factor
of cystic ovarian disease (COD) and found a close relationship between the
neuroendocrine mechanisms of stress response and the cellular activation of Heat Shock
Proteins (HSPs) expression.

COD is a very important ovarian dysfunction in dairy cattle. It is characterized
by the presence of follicular structures bigger than ovulatory size which remaining the
time causing disturbances in ovarian function. COD can affect up to 15% of cows in the
post partum period, when there is a transition from pregnancy to resumption of ovarian
cyclicity. The diagnosis of COD is most often made during the first 60 days post
partum, and this irregularity increases calving to conception and calving intervals
causing significant economic losses to the dairy industry.

In the present study, we have described and evaluated the protein and mRNA
levels of some HSPs in order to relate them to bovine normal folliculogenesis and to
study their significance in the COD. We used ovarian samples from different sources:
animals subjected to an experimental model of induction of COD; animal production
with spontaneous COD; and samples from slaughterhouses.

The samples were processed according to the requirements and purposes of
being used for the evaluation of Hsp27, Hsp60, Hsp70 and Hsp90 expression by
immunohistochemistry and western blot. The study of mRNA expression of Hsp10, 27,
40, 60 70, 90a and 90 was carried out by conventional RT-PCR.
The protein levels of Hsp27, Hsp60, Hsp70 and Hsp90 were clearly detectable in all

stages of the bovine ovarian cycle. Moreover, the expression showed variations during
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the normal follicular development and these expression patterns differed from those
found in the ovaries of both animals with cystic disease induced and spontaneous.

Levels of Hsp10, Hsp27, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90a and Hsp90B mRNAs
showed differences related to expression between normal and cystic follicular
structures.

The results of this thesis and its relation to reports of other authors allowed to
arriving at the following conclusions: 1 - Hsp27 and Hsp70, proteins involved in the
inhibition of apoptosis mechanisms, were overexpressed in spontaneous cystic
structures. In the case of Hsp60 assays from ovaries obtained in a slaughterhouse will
confirm the protein is expressed mainly in cysts, while their mRNAs appear to be
increased in granulosa of medium antral follicles confirming what previously found by
other authors. The immunodetection of Hsp90 was similar to Hsp70, and this relation
could be explained taking into account the shared functions that meet these chaperones,
2 - Hsp10 mRNA showed higher levels in antral follicles during normal folliculogenesis
than cystic structures, which is consistent with the findings of other authors in human
follicles and mouse. The mRNA for Hsp27, Hsp40 and Hsp70 were similarly expressed
in the granulosa of the cysts, and their levels were lower than those in small and
medium antral follicles. The Hsp60 mRNA expression was increased in theca cells of
spontaneous cysts as occurred with protein levels. However, in the granulosa, the
highest expression was found in medium-sized antral follicles. Levels transcripts of
Hsp90 isoforms (o and B) showed a less expression of Hsp90p in follicular cysts from
slaughterhouse and a significant increase in the amount of mRNA of Hsp90a, 3 -
relationships have been determined between some HSPs described in this thesis and
variables described previously by other authors as determinant factors in the cystic
ovarian disease in cattle. In this sense, proteins such as Hsp27, Hsp70, Hsp40 may be
involved in the imbalance proliferation / apoptosis events of cystic structures,
preventing programmed cell death and increasing the persistence of the cysts. Also,
Hsp900/Hsp90p isoforms were related to levels of expression of REJ and REa, which
confirm the implication of the HSPs in normal folliculogenesis and their abnormalities.
4 - The experimental model used allows the study and understanding of difficult issues
to get when the work is carried out with samples from animals that developed

spontaneous disease. However, there were differences between the model and the

XV



Velazquez, Melisa Maria del Lujan - 2012 -

spontaneous cases of cysts obtained in a slaughterhouse, which could be explained by
the high variability of the samples and the lack of information of the animals from
which came these samples. Working with animals that developed the disease
spontaneously and the knowledge of the clinical story could help to establish and fix
more variables such as body condition, energy balance, previous treatments, relating to

the pathogenesis of cystic ovarian disease in cattle.
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1-INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. Histofisiologia del ovario.

El ovario es una combinacion de glandula exocrina y endocrina, dado que libera
Ovulos (gametogénesis 0 *“secrecion” exocrina), y produce hormonas ovaricas
(esteroidogénesis 0 “secrecion” endocrina). La produccion ciclica de évulos fecundables
y de una proporcién balanceada de hormonas esteroides, permiten la formacion del
embrion y desarrollo exitosos en el dtero (Priedkalns, 1993; Hafez y Hafez, 2000).

En el bovino, esta glandula esta constituida por una médula interna y una corteza
externa. La médula ovérica, porcion central, consiste de tejido conjuntivo fibroelastico
irregularmente dispuesto y extensos sistemas vasculares y nerviosos que llegan al ovario
a través del hilio (zona vascular). La corteza o estroma cortical se compone de tejido
conectivo denso donde se localizan los foliculos en distintos estadios de desarrollo,
cuerpos hemorragicos, cuerpos lUteos y cuerpos blancos (Frandson y Spurgeon, 1995).

El foliculo es el compartimiento ovarico que permite al ovario cumplir su doble
funcién de gametogénesis y esteroidogénesis. 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, 2000).

1.1.1 Foliculogénesis.

En la mayoria de los mamiferos, la proliferacion de ovogonias esta restringida al
desarrollo prenatal, por lo que, antes del nacimiento detienen sus procesos mitoticos y
entran en la profase de su primera division meiotica, transformandose en ovocitos
primarios. Estos, se rodean de una sola capa de células foliculares planas, constituyendo
los llamados foliculos primordiales. Los mismos, constituyen el reservorio de foliculos
“en reposo”, los cuales se agotan progresivamente a lo largo de la vida fértil de la
hembra. Sin embargo Johnson y col. (2004) han demostrado que dicha reserva puede ser
mantenida por la posibilidad de proliferar que aun presentan, luego del nacimiento, las
celulas germinales en algunos mamiferos.

Cuando algunos de estos foliculos primordiales inician su maduracion, sus

células foliculares se transforman de un epitelio plano simple a uno cubico, dando lugar
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a los denominados foliculos primarios. La evolucién de éstos a foliculos secundarios
(preantrales, en crecimiento) se produce a partir de la estratificaciéon multilaminar de las
células, que se denominan ahora células de la granulosa. 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 situa 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 tamafio y
empiezan a aparecer cumulos de liquido entre las células de la granulosa, que van
confluyendo a la vez que aumentan de tamario, 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 Illamados
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 cumulo ovigero.
El estrato granuloso en los foliculos antrales estd rodeado por la teca, que se diferencia
en dos capas, la teca interna, que es vascular y la teca externa, que es de soporte. La
teca externa consiste en una fina capa de tejido conjuntivo laxo con fibroblastos
dispuestos concéntricamente alrededor de la teca interna (Figura 1; Tabla 1). Tanto las
células de la teca y de la granulosa de los foliculos preantrales terminales como de los
foliculos antrales iniciales, responden a las hormonas gonadotroficas
foliculoestimulante y luteinizante (FSH y LH, respectivamente). Al final de esta fase,
los foliculos son llamados foliculos preovulatorios o maduros. Estos foliculos se
caracterizan por una baja tasa mitdtica de las células foliculares y una alta relacién
estrdgenos/andrdgenos y estrdgenos/progesterona en el liquido folicular. El foliculo
ovulatorio maduro alcanza un tamafio aproximado de 17 mm en la vaca y cuando se
encuentra desarrollado al maximo, sobresale de la superficie del ovario. Una serie de
eventos debe ocurrir para que se produzca la ovulacién. La pared folicular se adelgaza,
se producen pequefias hemorragias en la misma y se hace transparente en el lugar de la
ruptura folicular, el estigma. Los cambios en la pared folicular que preceden a su
ruptura estan causados por la liberacion de colagenasas que causan la digestion de la

pared folicular y su distension en el estigma. Este proceso de digestion también
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ocasiona la liberacion de proteinas que provocan una respuesta inflamatoria con
infiltracion leucocitaria y liberacion de histamina. Todos estos procesos degradan el
tejido conjuntivo de la pared folicular y la sustancia base del cimulo ovigero de tal
manera que el foliculo, finalmente se rompe en el estigma y el ovocito es liberado
(Figura 2) (Priedkalns, 1993).

. ; Foliculo secundario Foliculos terciarios
Foliculo Foliculo
primordial primario Foliculo Foliculo Foliculo de
preantral antral De Graaf
Teca
Células Teca externa

] granulosas
Precursores ~ Lamina Corona
de la basal ’ radiada
granulosa Ovocito sanguineo

Liquido
folicular

Figura 1. Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento con sus componentes (Adaptado de Ross y
col., 2004).

Ovaocito primario

Cuerpo luteo degenerado .
P 9 dentro del foliculo

Cuerpo llteo
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crecimiento

Foliculo
. maduro
Ovaocito

secundario Ovario

Ovulacion

Ruptura
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Figura 2. Esquema de un corte longitudinal de ovario donde se observan las distintas categorias foliculares en
crecimiento, ovulacion y formacion de cuerpo lGteo (adaptado de Enciclopedia Bovina. Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. UNAM)
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Tabla 1. Clasificacion morfolégica de foliculos ovaricos mas empleada para bovinos (Braw-Tal y Yossefi,
1997).

Diametro
P Capas de la . Zona Teca Antro
Clasificacion Folicular P .
granulosa Pelucida Interna folicular
(um)
. . 1
Primordial (aplanadas) 40 - - -
. . 1-1,5
Primario (cibicas) 40-80 - - -
Preantral
pequeiio 2-3 81-130 - - -
(Secundario)
Preantral
grande >4 131-250 + + -
(Secundario)
Antral
(Terciario) >6 >250 i o *

1.1.2 Atresia folicular

Al momento del nacimiento, los ovarios bovinos contienen varios cientos de
miles de foliculos primordiales, sin embargo, menos del 0,5% de esa poblacion alcanzan
la madurez y ovulacion (Irving-Rodgers y col., 2001). S6lo uno de los foliculos que
inician el desarrollo en una onda folicular llega hasta la etapa final de la ovulacién, por
lo que la mayor parte de ellos degenera, experimentando su 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 folicular. 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 en donde ocurren la
reabsorcion de los foliculos como producto de la infiltracion de macrofagos y la
fagocitosis; la migracion de fibroblastos tecales y la produccion de coldgeno (Martin
1997; Schultz and Wysocki 2009; Rodgers e Irving-Rodgers, 2010).

En la atresia de los foliculos primarios y preantrales de la vaca, el ovocito
degenera antes que la pared folicular, mientras que en los foliculos antrales sucede lo
contrario (Priedkalns, 1993; Hafez y Hafez, 2000).
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Durante las ultimas décadas muchos estudios han sugerido que la apoptosis
celular es un mecanismo que subyace en la atresia folicular (Manabe y col., 2004).
Genes especificos relacionados con la apoptosis tales como caspasa 3 y el factor
activador de proteasas apoptoticas 1 (APAF-1) se expresan en la granulosa de los
foliculos atrésicos (Herwitz, A. y Adashi, E., 1993; Tilly, J. L., 1998). En este sentido,
Nakayama y col. (2000) demostraron que en el bovino, las células mas externas de la
capa de la granulosa, sufren apoptosis en estadios tempranos de la atresia folicular. Por
otro lado, el desprendimiento y degeneracion de dichos estratos y la fragmentacion de la
membrana basal ocurren en un estadio tardio de dicho proceso. Posteriormente, Irving-
Rodgers y col. (2001) reportaron que foliculos antrales bovinos pueden sufrir dos tipos
de atresia, y éstas se diferencian en el sitio donde tiene origen la muerte celular. Por otro
lado, la visualizacion de nucleos picnoticos en los estratos de la granulosa hace posible
identificar cada una de ellas. En funcién de dichas caracteristicas, se han abordado y

definido los distintos tipos de atresia en estructuras foliculares de bovinos (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de la atresia en foliculos ovaricos bovinos.

Ortegay col. Irving-Rodgers y col. Marion y col. Rajakoski (1960)
(2007a) (2001) (1968)
) ) . ) o Atresia obliterativa (de
Atresia obliterativa . Atresia definida .
Atresia antral primer, segundo y

(u obliterativa)
tercer grado)

. Atresia tardia
. Atresia basal . . L
Atresia quistica _ Atresia definida Atresia quistica
Atresia antral avanzada o
(quistica)

1.1.3 Endocrinologia del crecimiento folicular y la ovulacion.

La reproduccion en las hembras constituye un proceso ciclico estrictamente
regulado por la interaccién del hipotdlamo, la hipofisis y los ovarios. El sistema
nervioso desempefia una funcion esencial en la regulacion de la actividad de las gonadas
por medio de mecanismos de retroalimentacion endocrina, vias neurales y control
inmunoendocrino (Hafez y col., 2000). La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) de origen hipotalamico, 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 degradacion de la misma, son factores que modifican la biosintesis y
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liberacion de hormonas gonadotréficas desde la hipofisis 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 adenohipdfisis. La GnRH se une a los receptores
presentes en las células gonadotrofas hipofisarias regulando de esta manera la secrecion
de LH y FSH. En respuesta a sefiales neurales, se libera GnRH de manera pulsatil hacia
el sistema portal hipofisario para la liberacion “en pulsos” de LH y FSH desde la
hipofisis anterior. Las hormonas ovéricas ejercen un efecto estimulador
(retroalimentacion positiva) e inhibidor (retroalimentacion 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. Ademas, algunos péptidos
gonadales estimulan (especialmente activinas) o inhiben (inhibinas, folistatina) la
secrecion de FSH a nivel hipofisario (Hillier, 2001; Knight y Glister 2001). Este sistema
de regulacién es denominado eje hipotalamo-hipofisario-gonadal y se muestra de

manera esquematica en la Figura 3.
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El crecimiento y la maduracion folicular, la ovulacion y luteinizacion, son
procesos integrados que abarcan sefiales extraovéricas, tales como concentraciones
suficientes y proporcionadas de hormonas metabdlicas y gonadotroficas, asi como
factores intraovaricos. 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, como el factor de crecimiento y
diferenciacion 9 (GDF-9), proteinas morfogénicas dseas (BMPs), activinas, inhibinas,
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento epidermal (EGF),
receptor del factor analogo a insulina 1 y las proteinas de union a dichos factores (IGF-
1R e IGFBP-2 y -3) (Diaz, 1999; Hafez y Hafez, 2000; 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 estan 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 estan influenciadas por las concentraciones circulantes de progesterona y
estradiol. El principal efecto del estradiol es inhibir la liberacion de FSH hipofisaria,
conjuntamente con otros factores como IGFs, inhibina y folistatina, que producen los
foliculos antrales y sinergizan el efecto del 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 menciond anteriormente, tiene una funcion importante en el inicio de la
formacion de la cavidad antral. Los foliculos preantrales en su etapa tardia asi como los
foliculos antrales tempranos, expresan receptores (FSHr) para dicha hormona. Esta
gonadotrofina, estimula la mitosis de las células de la granulosa, la formacion 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
(LHr y FSHr) como de enzimas esteroidogénicas (citocromo P450 aromatasa, 3-p-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa) que ocurren en este estadio del desarrollo folicular y
en cada uno de los estratos celulares que integran los foliculos (Bao y col., 1998; Webb
y col., 1999; Zurvarra y col., 2009; Pretheeban y col., 2010; Alfaro y col., 2011). Por

otro lado, las concentraciones séricas basales de LH, interaccionan con los receptores
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gonadotroficos presentes en las células de la teca interna de los foliculos antrales y
estimulan la produccién de andrégenos y pequefias cantidades de estrdgenos
(principalmente 17p—estradiol). Estos andrégenos son secretados a los capilares o bien
atraviesan la ldamina basal para alcanzar la capa de células de la granulosa donde se
produce su aromatizacion por accién de las enzimas esteroidogénicas. Al mismo
tiempo, conforme avanza el desarrollo del foliculo dominante, los niveles basales de LH
actdan conjuntamente con la FSH en la estimulacion de la secrecion de estrégenos, dada
la presencia de receptores de LH en las células de la granulosa de foliculos maduros
(Bodensteiner y col., 1996; Robert y col., 2003). Este aumento en el nimero total de
receptores de LH en el foliculo maduro, lo hacen sensible a las altas concentraciones de
LH de la onda preovulatoria, al mismo tiempo que lo preparan para el proceso de
luteinizacion posterior a la ovulacion (Jolly y col., 1994; Wiltbank y col., 2002; Mihm y
Austin, 2002). EI aumento en la concentracion de estrogenos circulantes debido a la
marcada actividad esteroidogénica del foliculo dominante, tiene un efecto de
retroalimentacion positiva en el centro ciclico del hipotdlamo. Esto induce una onda
repentina de liberacién de GnRH, la cual se acompafia por la onda preovulatoria de LH
y FSH. 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 tamafo, se multiplican bajo el influjo de la LH, y contribuyen a formar la
poblacion de células luteinicas grandes del cuerpo luteo. Las células de la teca interna,
también contribuyen a la formacién del mismo. La LH hace que las células de la
granulosa y de la teca se conviertan en células lGteas (por hipertrofia e hiperplasia de las
mismas) y produzcan progesterona, hormona necesaria para mantener la gestacion. En
la vaca, el cuerpo luteo esta totalmente desarrollado y vascularizado a los nueve dias de
la ovulacion, pero continla 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 retroalimentacién, los niveles de LH (Day y
Anderson, 1998)
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1.1.4 Ciclo estral en bovinos

El ciclo estral dura de 17 a 25 dias en vacas adultas y se define como el intervalo
entre el comienzo de un celo y el siguiente. La primera ovulacion 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 accion 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).

La fase folicular abarca un periodo de tiempo relativamente corto del ciclo
estral. Comienza con la regresién del cuerpo luteo (CL) y el evento final de la misma es
la ovulacion. Desde el punto de vista endocrino, se da un cambio de la dominancia por
progesterona a la dominancia por estrégenos, como resultado de la regresion funcional y
estructural del CL y también por el desarrollo de un foliculo preovulatorio.

Proestro

El proestro es el tiempo inicial de la fase folicular que comienza con la regresion
estructural y funcional del CL y termina con el inicio del estro. Conforme el CL regresa
y las concentraciones de progesterona disminuyen, van aumentando las concentraciones
de estradiol, que juega un papel importante en el aumento del tono uterino (Bonafos y
col., 1995; Jainudeen y Hafez; 2000).

Estro

Es la ultima fraccion de tiempo de la fase folicular. Puede durar 18+/- 6 hs.
Durante el estro, las concentraciones circulantes de estradiol alcanzan el maximo y en
forma asociada se da el inicio del comportamiento sexual receptivo o celo. A nivel
endocrino, el centro ciclico hipotaldmico recibe el estimulo de los estrégenos y se
produce el pico de GnRH y en consecuencia el pico de LH. Dicha onda de LH, precede
en aproximadamente 24 - 30 horas a la ovulacion (Roelofs y col.; 2005).

La fase luteal es el periodo mas largo del ciclo, abarca desde la ovulacion hasta
la regresion del CL, e involucra metaestro y diestro. Se pasa de la dominancia de

estrogenos a la dominancia por progesterona.
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Metaestro

Es el periodo inmediato a la finalizacion del celo. En este periodo ocurre la
ovulacidon en el bovino, a diferencia de otras especies que lo hacen durante el estro, y
comienza la organizacion celular y desarrollo del cuerpo liteo. Se extiende durante 6
dias aproximadamente. Implica la luteinizacion de células foliculares del anterior
foliculo dominante, un proceso complejo que involucra la remodelacion del estroma y
vasos sanguineos y transformacion bioquimica de las células productoras de andrégenos
(teca) y estrogenos (granulosa), en células productoras de progesterona (Niswender y
col., 2000).
Diestro

Comienza luego del metaestro y finaliza con la regresion del CL. A través del
diestro, el CL maduro mantiene concentraciones maximas de progesterona durante la
emergencia de la segunda onda folicular, evitando que el foliculo seleccionado ovule.
En ausencia de prefiez, la regresion estructural y funcional del CL ocurre
espontaneamente en respuesta a la prostaglandina F2a. (PGF,,) durante el final del

diestro, para formar un cuerpo blanco al comienzo del proestro.
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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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1.1.5 Ondas foliculares en bovinos.

En el bovino existen varios miles de foliculos ovaricos, pero s6lo un ovocito es
liberado en cada ciclo estral. ElI 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.
Durante un ciclo estral pueden ocurrir una 0 mas oleadas u ondas (Lucy y col., 1992).
Observaciones mediante ultrasonografia han revelado que el desarrollo de foliculos
ovaricos durante el ciclo estral de la vaca ocurre en un patrén con forma de ondas
(Figura 5), con una onda como minimo y cuatro como maximo (Ginther y col. 1989;
Jainudeen y Hafez, 2000).

No se conoce con certeza queé factores influyen antes de la pubertad para que un
foliculo primordial deje la reserva y reinicie su crecimiento en un proceso que se ha
denominado reclutamiento inicial, aunque se han sefialado algunos factores de
crecimiento, ciertas neurotropinas y a la hormona inhibidora de los conductos de Muller
(AMH) como inductores de dicho proceso. La etapa del reclutamiento conocida como
reclutamiento ciclico, donde los foliculos antrales pequefios entran en el pool 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 prepuber.
(Mihm y Austin, 2002; Espinoza-Villavicencio y col., 2007). Precisamente, el cambio
hormonal mas notable durante el ciclo estral es el pico de FSH que estimula la
emergencia de cada onda folicular. EI 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 continta creciendo, ya que es sensible a la LH;
mientras que los subordinados, que son FSH dependientes, sufren atresia (Peter y col.,
2009).

Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo arménico y
simultaneo de entre 8 y 41 foliculos antrales pequefios de aproximadamente 3-4 mm de

diametro funcionando a través de estadios integrados de reclutamiento, seleccion y
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dominancia folicular (Adams y col., 2008). La emergencia, desviacion y dominancia

son los sucesos mas relevantes de la onda folicular:
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Figura 5. Dindmica del desarrollo folicular y secrecién de gonadotrofinas durante un ciclo estral bovino
con 3 ondas preovulatorias (adaptado de Adams y col., 2008)

Reclutamiento y Emergencia: 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 més grande de la cohorte alcanza un diametro mayor 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 oleadas (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).

Desviacion y Seleccion folicular: un foliculo es seleccionado a partir del grupo de
foliculos que emergieron y pasa a tener un crecimiento continuo hasta un tamafio
preovulatorio, mientras los demés foliculos de la onda (subordinados) regresan. La

desviacion en bovinos comienza con una reduccion en la tasa de crecimiento de los
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foliculos subordinados que contrasta con la tasa de crecimiento constante en el foliculo
dominante (Beg y col., 2002). El inicio de la desviacién se da cuando el diametro de los
foliculos mayores alcanzan los 8 mm (Peter y col., 2009). No obstante, el mecanismo de
seleccion estd determinado por mecanismos intraovaricos. Como consecuencia, el
foliculo dominante expresa mayor numero de receptores para LH que los subordinados
en las células de la teca y ademas adquiere receptores de LH en las células de la
granulosa (que los subordinados no tienen). Por ello, es ampliamente aceptado que la
LH esta involucrada en el proceso de seleccion, ya que los sucesos de desviacion de
tamafo y aumento de LH ocurren simultaneamente (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 secrecién de 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 fisioldgicos (expresion de
receptores de LH en granulosa) como endocrinos del foliculo dominante, que secreta
grandes cantidades de 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 estradiol en células de la granulosa, incluyen un
aumento en la actividad y expresion del ARNm de la enzima P450aromatasa (Gore-
Langton y Armstrong, 1994), promocion 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 factores analogos a la insulina (IGFs del inglés Insulina-like Growth
Factor) (Hsu y Hammond, 1987). La participacion 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 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).
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Finalmente, cuando el foliculo dominante de la Gltima onda ovulatoria alcanza

su fase preovulatoria, los foliculos subordinados ya estan en el proceso de atresia.

1.2 Disfuncién ovarica
1.2.1 Anestro

El anestro es un estado de completa inactividad sexual, sin manifestaciones de
estro. No es una enfermedad en si, pero puede ser un signo de diversos trastornos.
Aunque el anestro se observa durante determinados estados fisiologicos (lactacion,
gestacion) mas a menudo es un signo de depresién temporal o permanente de la
actividad ovarica (anestro real, patoldgico) causado por cambios en el ambiente fisico,
deficiencias nutricionales, estrés, entre otros (Jainudeen y Hafez, 2000).

Peter y col. (2009) agruparon los tipos de anestro patoldgicos en 4 clases,
baséndose en criterios de clasificacion asociados a la dinamica folicular (Figura 6):

Tipo I: hay foliculos en crecimiento pero no alcanzan la fase de desviacion.
Existen foliculos de menos de 10 mm en ausencia de CL (Mwaanga y Janowski, 2000).

Tipo IlI: es alcanzada la desviacion y la dominancia, pero el foliculo
preovulatorio de la ultima onda falla en ovular y regresa. Hay ausencia de CL (Fieldeny
col., 1980; Markusfeld, 1987; Mwaanga y Janowski, 2000)

Tipo Ill: dado por una hipofuncionalidad ovérica o degeneracién quistica. El
foliculo dominante de las ondas ovulatorias y anovulatorias fallan tanto en la ovulacién
como en la regresién. Persisten con un tamafio preovulatorio o incluso aumentan de
tamafo formando un foliculo dominante persistente, que posteriormente puede derivar
en la formacion de un quiste folicular (Gimen y Wiltbank, 2002; Lépez-Gatius y col.,
2001; Mwaanga y Janowski, 2000)

Tipo IV: ocurren en tiempo adecuado la ovulacion y la formacién del CL, pero
éste Ultimo persiste por mas tiempo del esperado, extendiéndose asi excesivamente el

intervalo interovulatorio (Wiltbank y col., 2002).
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Figura 6. Representacion esquematica de los tipos de anestro basada en las caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas de los foliculos ovaricos bovinos (adaptado de Peter, 2004).

1.3 Enfermedad quistica ovarica (COD del inglés Cystic Ovarian Disease)

Es una enfermedad frecuente en vacas lecheras, en especial las de alta
produccidn, aunque ocasionalmente también se presenta en animales destinados a la
produccion de carne. Se caracteriza por la presencia de estructuras foliculares de un
diametro mayor al ovulatorio que permanecen en el tiempo ocasionando trastornos en la
funcionalidad ovarica. Esta enfermedad puede afectar hasta un 15% de las vacas en el
periodo posparto, momento critico en el que hay una transicion desde una condicién no-
ciclica (durante la prefiez) al establecimiento de la ciclicidad regular (Garverick, 1997;
Peter, 2004). Precisamente, el diagndstico de COD es frecuentemente realizado durante
los primeros 60 dias posparto y, esta irregularidad, lleva a prolongar el intervalo parto-
concepcion, provocando grandes pérdidas a la produccién pecuaria general. Ademas,
provoca una disminucion en las tasas de prefiez en la primera inseminacion y por ende
aumenta el nimero de servicios requeridos para lograr la concepcion (Shrestha y col.,

2004). La incidencia de COD varia entre el 6 y 30% dependiendo del pais, el
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establecimiento y el manejo de los animales (Kesler y Garverick, 1982; Bartlett y col.,
1986; Fleisher y col., 2001). La autorrecuperacion del animal que sufre la enfermedad
en los primeros 60 dias posparto es del 60-65% (Day, 1991) y este retorno temprano a la
ciclicidad ovarica normal favorece notablemente su fertilidad (Lopez-Gatius y col.,
2002).

Los signos clinicos que acomparian la presencia de quistes ovaricos son: anestro,
intervalos estrales irregulares y manifestaciones de ninfomania (Vanholder y col.,
2006).

Los quistes son estructuras foliculares dindmicas, presentes en uno o ambos
ovarios, con un diametro de mas de 18 mm y una persistencia de mas de 10 dias en
ausencia de tejido luteal y con pérdida de la tonicidad uterina (Silvia y col., 2002;
Bartolomé y col., 2005). Los mismos pueden regresar y ser reemplazados por nuevos;
pueden atresiarse o luteinizarse, e inclusive producirse la ovulacion en presencia de
ellos, lo que evidencia el dinamismo de la enfermedad (Hamilton y col, 1995; Silvia y
col., 2002; Vanholder y col., 2006).

1.3.1 Factores predisponentes en la formacion de quistes.

Han sido descriptos diversos factores asociados con el desarrollo de COD en
bovinos (Liptrap y McNally 1976; Kesler y Garverick, 1982; Bosu y Peter, 1987;
Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Garverick, 1997; Peter, 2000; Ribadu y col., 2000) los que

pueden clasificarse en factores generales y especificos, y se detallan a continuacion.

1.3.1.1 Factores generales

La herencia aparece como uno de los factores menos relevantes. Se ha visto que
la enfermedad presenta mayor ocurrencia en algunas lineas de sangre de ganado vacuno,
sin embargo este fendmeno es poco frecuente. Es posible que la seleccidon de animales
con alta capacidad productiva, favorezca que aquellos con predisposicion genética a
desarrollar COD como consecuencia de los trastornos metabdlicos asociados a la alta
produccidn, incrementen la incidencia de esta enfermedad (Hooijer y col., 2001). La
tasa de heredabilidad es baja (0,07 a 0,12 %) y no existen evidencias claras de cual/es

es/son el/los gen/es involucrados.
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La alta produccion lactea, se correlaciona positivamente con la aparicion de
quistes, ya que la nutricién y la produccién de leche estan estrechamente relacionadas.
Tanto las condiciones intensivas como extensivas de produccion pueden confrontar a
los animales a una disponibilidad inadecuada de alimentos. En el periodo posparto, los
requerimientos energéticos para sostener la produccién muchas veces son mayores que
la incorporacion energética que logra el animal, lo que genera un balance energético
negativo (BEN) en el mismo. Sin embargo, algunos animales pueden compensar la alta
produccidn con mayores ingestas de materia seca, reduciendo de esta manera el efecto
de la produccion sobre el balance energético (Lucy, 2001). Esto explicaria por qué no
todos los autores coinciden en la relacion que existe entre la formacion de quistes y la
produccion de leche (Refsdal, 1982; Nanda y col., 1989; Beam y Butler, 1999; Zulu y
col., 2002).

En cuanto a la condicion corporal (CC), se sabe que animales con CC superior
a 4 (escala de 0 a 5) suelen presentar quistes con una frecuencia 2.5 veces superior,
respecto a aquellas vacas cuya CC es menor o igual a 3. En este sentido, los altos
indices de movilizacion lipidica aumentan el riesgo de hipocalcemia, acidosis, higado
graso, cetosis y desplazamiento abomasal llevando al animal a un estado de estrées
(Maizon y col., 2004; Overton y Waldron, 2004). En efecto, las vacas afectadas por
estos trastornos metabolicos son méas propensas al anestro (Lépez-Gatius y col., 2002;
Maizon y col., 2004).

La falta de ejercicio podria ser otro de los factores contribuyente al desarrollo
de quistes. En los dltimos afios se ha producido una intensificacion de la produccién
agropecuaria, ya que la demanda mundial de alimentos y biocombustibles deja un
margen cada vez menor para la ganaderia extensiva tradicional. Esto ha llevado a la
creacion de un sistema semi-estabulado de los animales con las alteraciones que esto

trae aparejado.

Por otro lado, la tasa de quistes ovaricos aumenta con la edad, siendo muy raro
su hallazgo en vaquillonas. La mayor frecuencia de la enfermedad en el puerperio
denota el efecto de los disturbios endocrinos, caracteristicos de esa etapa de la vida de la

hembra bovina, en el desarrollo de esta enfermedad.
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1.3.1.2 Factores especificos

Alimentacion: Para suplir los requerimientos nutricionales durante la lactancia,
las dietas de las vacas lecheras son complementadas con alimentos concentrados cuyo
contenido proteico es alto. Las dietas altas en proteinas estimulan la produccién de leche
en la lactancia temprana (Butler, 1997) pero se ha demostrado que el consumo de
proteina por encima de las necesidades para la produccion, genera un efecto negativo
sobre la eficiencia reproductiva (Canfield y Butler., 1990). Un mecanismo por el cual el
exceso de proteina en la dieta afecta negativamente el comportamiento reproductivo es
por el incremento del gasto energético para desintoxicar al higado del exceso de NH3
(Staples y col., 1998). Por ello la COD es comunmente observada en vacas de alta
produccion durante la lactancia temprana. Precisamente, la privacion aguda de energia
estd asociada a la supresion de la liberacion pulsatil de LH asi como a la anovulacion
por ausencia del pico preovulatorio de la misma. Mas aun, la vaca en anestro, es mas
sensible al efecto de retroalimentacion negativa de los estrdgenos sobre el sistema
hipotalamo-hipofisario-gonadal (Diskin y col., 2003).

Con respecto a otros desordenes metabolicos, se ha sugerido que la resistencia
insulinica o la hiperinsulinemia no tienen un rol importante en la etiologia de la
enfermedad en bovinos, sin embargo esto no ha sido estudiado en profundidad adn

(Opsomer y col., 1999).

El rol de los fitoestrégenos en el desarrollo de la COD, en cambio, no ha sido
completamente dilucidado, aunque algunos investigadores sugieren que forrajes
conteniendo altas concentraciones de compuestos estrogenicos podrian predisponer al
animal a dicha enfermedad (Roberts, 1986).

Las infecciones uterinas: predominan en el periodo posparto y estimulan la
secrecion de cortisol y PGF,,, lo que predispone a las vacas al desarrollo de COD (Bosu
y Peter 1987). Las endotoxinas bacterianas liberadas son las que ejercen dicha
estimulacion y suprimen de esta manera la oleada preovulatoria de LH. EI mecanismo a
través del cual ocurre esta modulacion es desconocido (Peter y col., 1991; Suzuki y col.,
2001), sin embargo las endotoxinas, conjuntamente con las interleuquinas como
mediadores, son las responsables de la mayoria de los efectos patdgenos. Estas Gltimas
inducen la liberacion de hormona liberadora de corticotrofina (CRH) del hipotalamo y

consecuentemente de la adrenocorticotrofina (ACTH) de la hipdfisis, lo que lleva a una
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mayor produccion adrenal de corticoesteroides los que a su vez suprimen la expresion
de receptores de LH en células de la granulosa. De esta manera, se produce un disturbio
de las interacciones hormonales que controlan el funcionamiento normal del ovario
(Battaglia y col., 2000; Williams y col., 2001).

Estrés: el rol del estrés en la patogénesis de la COD es mediado por los niveles
de cortisol liberados de manera enddgena que ejercen su accion inhibitoria sobre la
liberacion de LH. La capacidad de las corticotrofinas en la induccion de la enfermedad,
ha sido demostrada experimentalmente por administracion de ACTH en vacas (Peter y
Liptrap, 1985; Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Ortega y col., 2007b) y en
cerdas (Liptrap y McNally 1976). El pico preovulatorio de LH es especialmente
sensible al efecto inhibitorio de la ACTH y glucocorticoides. La inhibicion de la
secrecion de LH hipofisaria, consecuencia de la accion fisioldgica de los
glucocorticoides, podria ser causada por la modificacion en la retroalimentacion de los
esteroides gonadales, dado que los corticoides reducen el efecto estimulante de los
estrogenos sobre la secrecion de la LH. Se cree que los péptidos opioides enddgenos
(producidos por la hipofisis y el cerebro) bloquean la onda preovulatoria de LH

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

1.3.2 Etiologia y patogenia

Ha sido ampliamente aceptado que los quistes foliculares se desarrollan debido
a una disfuncion del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Liptrap y McNally, 1976;
Kesler y Garverick, 1982; Eyestone y Ax, 1984; Bosu y Peter, 1987; Lopez-Diaz y
Bosu, 1992; Woolums y Peter, 1994b; Hamilton y col., 1995; Garverick 1997; Peter,
1997; Zulu y Penny, 1998; Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Peter, 2004). Esta
disfuncidn tiene una etiologia multifactorial, en la que participan factores genéticos,

clinicos y ambientales, tales como los descriptos anteriormente.

A la disfuncion hipotalamo-hipofisaria se le suma un componente intraovarico

que ocasiona la disfuncion de esta glandula.
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1.3.2.1 Disfuncién hipotadlamo-hipofisaria

La naturaleza pulsatil de la secrecion de GnRH, que resulta en secreciones
pulsatiles de LH, es la sefial individual de mayor importancia en el control del sistema
reproductivo (Thiéry y Martin, 1991). La GnRH es sintetizada por el centro tonico y
ciclico del hipotalamo. La misma estimula la liberacion de gonadotrofinas (LH y FSH)
desde la porcion anterior de la glandula hipofisaria. A su vez, tanto LH como FSH
estimulan, a nivel ovarico, la sintesis por parte del foliculo dominante de estradiol, el
cual ejerce un efecto de retroalimentacion positiva sobre el centro ciclico del
hipotdlamo, provocando la onda preovulatoria de LH. Sin embargo, se ha comprobado
que no todos los pulsos de GnRH son seguidos por pulsos de LH, mas aun, un aumento
en la frecuencia de liberacién de GnRH provoca una disminucion en la amplitud de los
pulsos de LH (Clarke y Cummins, 1985).

Se cree que un pulso inadecuado en tiempo y forma de la hormona liberadora de
gonadotrofinas resultaria en una falla en la ovulacion y en consecuencia, en la
formacion del quiste. Esto podria ocurrir por varias razones: porque no se produjo el
pico preovulatorio de LH; porque esta gonadotrofina se liber6 en cantidades
insuficientes; o bien, la secrecion de la misma se dio en un momento inadecuado de la

maduracion folicular (Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1996).

El rol preciso de la LH en la enfermedad ain no ha sido totalmente descripto,
aunque algunos autores han sugerido que una reduccion en los niveles liberados durante
el pico preovulatorio de LH, podria estar asociada a este trastorno anovulatorio (Dobson
y col., 2000; Ribadu y col., 2000). Parece ser que dicho patrén aberrante de liberacién
de LH podria ser causado por una alteracion en el mecanismo de retroalimentacion
positiva de los estrdgenos secretados por el foliculo preovulatorio, lo cual resultaria en
una falla en la liberacion de GnRH y por ende de su accion a nivel hipofisario. 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 retroalimentacion positiva del estradiol, llevando de esta manera a la
anovulacion y consecuente formacion de quistes (Gumen y col., 2002; GlUmen y
Wiltbank, 2002). La restitucion de la sensibilidad del hipotalamo sé6lo es posible con
una nueva exposicion a progesterona, por lo que fallas ovulatorias y anestros son

factores predisponentes a que exista dicha insensibilidad (Ozturk y col., 1998; Glimen y
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Wiltbank, 2005). Esta falta de respuesta neuronal, parece estar presente en la mayoria de
las vacas con COD, y ha sido demostrada mediante el suministro de estradiol exdgeno a
través del cual no fue posible inducir el pico preovulatorio de LH (Dobson y Nanda,
1992; Refsal y col, 1987; Refsal y col., 1988). La remocion del ovario quistico permitid
restaurar el mecanismo de retroalimentacion y la capacidad del estradiol de generar la
nueva oleada gonadotrofica (De Silva y Reeves, 1988). De tal manera, dicha
insensibilidad puede ser considerada una consecuencia mas que una causa de COD. La
misma podria deberse a cambios en la expresion de receptores hormonales (de
estrogenos, progesterona y andrégenos) como proteicos (receptores de LH y de FSH) a

nivel hipotalamo-hipofisario (Odore y col., 1999).

Hatler y col. (2003) observaron que al momento del diagnostico de COD en
bovinos, la mayoria de los casos estaban acompafiados de concentraciones suprabasales
de progesterona. Precisamente, el efecto de niveles elevados de dicha hormona, seria
inhibir la ovulacién, bloqueando la oleada de LH y aumentando su frecuencia pulsétil
basal. Sin embargo, esta hipersecrecion basal de LH no se asociaria a las causas de

formacion de los quistes sino a su persistencia a lo largo del tiempo.

En resumen, una falta de sensibilidad a la retroalimentacion positiva del
estradiol a nivel del hipotalamo, desencadenaria la falta del pico preovulatorio de LH
debido al menor contenido de GnRH en el area 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 mas elevados (mayor frecuencia como resultado de
un mayor contenido de GnRH en la eminencia media) y al momento de la ovulacién, no
habria niveles suficientes de GnRH en el centro ciclico (area predptica-
supraquiasmatica) para inducir el pico preovulatorio de LH desde la hipdfisis,
conduciendo de esta manera a la formacion de quistes. Por otra parte, esos niveles
basales persistentemente elevados de LH podrian actuar sobre los receptores de las
células de la granulosa, estimulando el desarrollo folicular mas alld del tamafio

ovulatorio (Vanholder y col., 2006).
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1.3.2.2 Disfuncién ovarica/folicular

Muchos estudios se han llevado a cabo para caracterizar el crecimiento y la
dindmica folicular, sin embargo es escaso el conocimiento que se tiene a cerca de los
cambios celulares y moleculares que ocurren en el foliculo ovérico antes de degenerar y
Ilegar a ser una estructura quistica anovulatoria (Wiltbank y col., 2002).

Se 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) asi como
también, sintesis aberrante de proteinas en la matriz extracelular (MEC) de los quistes
(Salvetti y col., 2004). Entre las proteinas de la MEC, la fibronectina y la vitronectina
podrian estar implicadas en dichos procesos anovulatorios ya que sus niveles de sintesis
estan en relacion con el tamafio del foliculo (Perrone y col., 1995; Peter y col., 1995).
Es valido considerar, sin embargo, la necesidad de llevar a cabo paralelamente este tipo
de estudios e interpretacion de cambios moleculares en quistes en formacion, dado que
aportarian informacion mas directa sobre la dinamica del crecimiento de dichas
estructuras. Los eventos post-quisticos (dinamica quiste/foliculo) de COD inducida
experimentalmente (Cook y col., 1990) son similares a los que ocurren en quistes
espontaneos (Hamilton y col., 1995), por ello estos modelos permiten comprender la
naturaleza dindmica de los mismos, las alteraciones endocrinas y el destino de ellos
(Cook y col., 1990). No obstante, a pesar de haber podido abordar algunos aspectos
sobre los mecanismos moleculares reguladores de su formacién, aun queda gran parte
de la etiologia de esta enfermedad por dilucidar.

Estudios previos han demostrado que variaciones en la expresion de receptores
tanto de hormonas hipotalamo-hipofisarias como de hormonas esteroides y el nimero
de ellos, puede ser una de las causas que ocasionan la anovulacion de un foliculo. La
importancia de ellos en el desarrollo y crecimiento folicular ha sido ampliamente
demostrada asi como su localizacién en células foliculares (Byers y col., 1997;
Rosenfeld y col., 1999; Salvetti y col.,, 2010). Particularmente, los receptores de
estrdgenos y de progesterona podrian estar involucrados en los mecanismos que llevan a
la anovulacién. Cambios en las concentraciones de sus isoformas y su relacion, en
células que componen el foliculo de los animales con COD, podrian causar variaciones
en la accién o efectos de las hormonas sobre ellos. Un balance inapropiado de los

receptores de estrogeno o y B por ejemplo, dadas las diferencias en afinidad por el 17f3-
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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., 2011).

Otro de los factores que puede estar involucrado en la enfermedad quistica
ovarica es la alteracion de la capacidad esteroidogénica de los foliculos dominantes.
Esto es, porque el estimulo a nivel hipotalamico para la consecuente liberacion del pico
preovulatorio de LH, depende de una adecuada y suficiente secrecién de estradiol desde
la estructura folicular dominante (Calder y col., 2001). Beam (1995) sugirié que la
esteroidogénesis esta aumentada durante el desarrollo temprano de quistes, lo cual
podria alterar la sefial hacia el eje hipotalamo-hipofisario. En este sentido, a través de
una intensa retroalimentacion positiva, podria verse sobreestimulada la liberacion de LH
llevando a la apariciéon de la onda preovulatoria de manera temprana e inoportuna en
relacion al desarrollo folicular. El foliculo inmaduro en consecuencia, no ovularia y
daria lugar a la formacién del quiste.

Estudios dirigidos a entender los cambios moleculares ocurridos en células de la
pared folicular respecto a la expresion y caracterizacion de genes involucrados en la
transduccion de sefiales, permitieron abordar aspectos relacionados a la proliferacion y
apoptosis de dichos estratos y sus alteraciones en los quistes (Peter y Dhanasekaran,
2003; Salvetti y col., 2010). Al respecto, algunos investigadores sugieren que el proceso
apoptotico esta involucrado en los mecanismos que llevan a la anovulacion. La falta de
ocurrencia de dicho proceso en células de la granulosa estaria colaborando con la
formacion y persistencia de dicha estructura anovulatoria (Isobe y Yoshimura, 2000a,b;
Salvetti y col., 2010).

Los mecanismos de estrés mediante los cuales el eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal puede afectar la funcion ovérica son otras de las posibles causas de la formacion
de quistes (Baravalle y col., 2007). Mediante cultivo de pared folicular in vitro se
demostro recientemente que las células ovaricas expresan receptores de melanocortinas,
entre las que se encuentra la ACTH, hormona sintetizada en condiciones de estrés, lo
que podria fundamentar un efecto directo del estrés sobre la funcionalidad ovarica
(Amweg Yy col., 2011). Ademas, se sabe que los corticoides incrementan la sintesis de
progesterona estimulada por la FSH, debido a la estimulacién de la actividad de la

enzima 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (Hsueh y Erickson, 1978; Moberg, 1991).
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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 Las Heat Shock Proteins: su naturaleza y funcién

Las proteinas de golpe térmico (HSPs, del inglés Heat Shock Proteins) son un
tipo de chaperonas moleculares y cumplen importantes funciones tanto en condiciones
normales como en situaciones de estrés celular y sistémico, confiriendo a la célula en
diversas circunstancias termotolerancia y proteccion frente a un dafio potencial.
Asimismo, cumpliendo con su funcion de chaperonas, aseguran el correcto plegamiento
de otras estructuras macromoleculares evitando la agregacion y formacion de proteinas
no funcionales, ya sea entre subunidades como asi también, entre las cadenas
polipeptidicas recientemente sintetizadas (Ellis, 1987; Parsell y Lindquist, 1993).

Las HSPs han sido clasificadas en 6 familias principales, de acuerdo a su peso
molecular: HSP110/105, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y sHSP (del inglés: small
HSP). Cada una de ellas cumple funciones en diferentes compartimientos celulares asi
como también pueden ser liberadas al medio extracelular en diferentes circunstancias,
para interactuar con células vecinas y en algunos casos, ingresar al torrente sanguineo
(Calderwood y col., 2007).

Las funciones intracelulares en las que participan pueden agruparse en dos
categorias: de plegamiento y de sostén de proteinas (Figura 7).

Sus funciones son llevadas a cabo:

1) durante la traduccion del ARNm, asistiendo en el correcto plegamiento de la
proteina y evitando la agregacion de la cadena polipéptidica en formacion;

2) favoreciendo la traslocacion de proteinas a través de la membrana celular y
hacia el interior de organelas;

3) estabilizando aquellas proteinas con estructuras terciarias inestables y

4) durante el estrés térmico, regulando la degradacién de proteinas
desnaturalizadas (Ellis, 1987; Palleros y col., 1991; Hartl y Hayer-Hartl, 2002; Bukau y
col., 2006).
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Figura 7. Participacién de las Heat Shock Proteins en la sintesis proteica, transporte y
estabilizacion de estructuras proteicas funcionales e impedimento de su degradacion
(http://lwww10.uniovi.es/anatopatodon/modulo2/tema01_alteracion/00indice.htm).

Las que actuan principalmente como sostén son las pertenecientes a las familias
HSP90, HSP70 y HSP40. Las funciones de plegamiento ocurren posteriormente a las de
sostén y es en donde participan las “chaperoninas” de la familia HSP60 entre las que se
incluye la Hspl0 como co-chaperonina (Calderwood y col., 2006; Czarnecka y col.,
2006).

Hspl105 es una de las principales proteinas de golpe térmico en mamiferos, e
integra la familia de HSPs de mayor peso molecular (HSP110/105). Su actividad en
mamiferos puede ser proapoptoética o antiapoptética, dependiendo del tipo celular donde
se exprese (Hatayama y col., 1997; 2001). Yuan y col. (2009) observaron que la
expresion de Hspl05 temporalmente encontrada en el epitelio luminal del Utero, en
epitelio glandular y en células del estroma del mismo, podria ser esencial para la

regulacién de la implantacion del embrion en ratas.
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Las de la familia HSP90 desarrollan sus funciones tanto en el citosol como en el
nucleo, mientras que la Grp 94 (proteina regulada por glucosa) ejerce una funcion
anéloga en el reticulo endoplasmatico. En humanos han sido descriptas dos isoformas
de Hsp90 cuya expresion esta regulada de manera diferencial. La isoforma Hsp90a es
inducible, mientras que Hsp90p se expresa de manera constitutiva (Sreedhar y col.,
2004). Hsp90 es capaz de formar complejos multiméricos con otras chaperonas o
factores tales como Hsp70 y receptores de esteroides (Grad y Picard., 2007; Galigniana
y col., 2010). Sus funciones estan relacionadas con su participacion en la inmunidad
innata, en enfermedades neurodegenerativas, en la reorganizacion de la cromatina y
modificaciones epigenéticas relacionadas con el cancer (Ruden y col., 2005).

La familia HSP70 comprende al menos 12 proteinas diferentes que comparten
secuencias, pero son sintetizadas en respuesta a diferentes estimulos. Los miembros mas
conocidos y estudiados son 4. La proteina de 73 kDa (Hsp73 o Hsc70) es
constitutivamente producida por la célula, mientras que la proteina de 72 kDa (Hsp72 o
mas conocida como Hsp70) es altamente inducible y su sintesis se ve aumentada en
respuesta a condiciones de estres. Se la encuentra en citosol y en nucleo. Ademas fue
encontrada en el medio extracelular, y su funcion asociada a dicha localizacién esta en
relacion con su capacidad de estimular una potente y duradera respuesta inmune, de la
misma manera que lo hace una citoquina (Figura 8) (Li y col., 2002; Tsan y Gao., 2004;
Asea, 2005). Hsp78 (o Grp78) se localiza en el reticulo endoplasmico y Hsp75 (o
mHsp70) es mitocondrial (Kregel, 2002).

El complejo formado por Hsp60/Hsp10 esta implicado en la importacion de las
proteinas al interior de la mitocondria, asi como en la reactivacion de las proteinas
desnaturalizadas, y en el impedimento de la formacion de agregados
termodinamicamente inestables (Bukau y Horwich, 1998; Brinker y col., 2001; Walter y
Buchner, 2002). Se ha reconocido su participacion tanto en vias antiapoptéticas como
en proapoptoticas, dada su localizacién tanto citoplasmatica como mitocondrial (Arya 'y
col., 2007). Ademas, Hsp60 parece cumplir un rol importante en la comunicacion
intercelular de la respuesta inmune, al igual que otras chaperonas como Hsp70 y Hsp90
(Henderson y Pockley, 2010). La liberacion de Hsp60 al medio extracelular tendria
como finalidad establecer una conexion entre los tejidos y el sistema inmune del

organismo (Basu y col., 2000) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema representativo de la participaciéon de las HSPs como mediadoras de la sefializacion
intercelular y su intervencion en la respuesta inmune celular a través de la presentacion cruzada de antigenos
antigenos (adaptado de Calderwood y col., 2007).

La caracteristica que define a las proteinas de la familia HSP40, es la presencia
de un dominio J de unos 70 aminoéacidos, que dirige las interacciones con la chaperona
Hsp70. Hsp40 es la co-chaperona capaz de modificar la conformacion de Hsp70
permitiéndole adquirir una mayor afinidad para la unién con sus proteinas “clientes”.
Esa unién, como asi también la liberacion de sus sustratos, implican cambios
conformacionales en Hsp70 que ocurren menester a la hidrolisis de ATP. La capacidad
de hidrolizar ATP es conferida por Hsp40, dado que la actividad intrinseca de Hsp70 es
muy débil. Las proteinas que poseen el dominio J, participan en procesos bioldgicos
complejos, tales como el control del ciclo celular ejercido por la accién de virus;
regulacion de proteinas kinasas y en la exocitosis (Kelley, 1998, Gotoh y col., 2004).

Hsp27 pertenece a la familia de las sHPS. Tiene la capacidad de regular la
apoptosis a través de su interaccion con componentes de la cascada involucrados en la

activacion de las caspasas. Es capaz de mantener el balance redox intracelular como asi
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también la estabilidad mitocondrial de la célula (Concannon y col, 2003). También ha
sido reportada su participacion y regulacion en el accionar de los receptores de
estrogenos, tanto in vivo como in vitro (Rayner y col., 2010).

En resumen, numerosos estudios han demostrado que la mayoria de las HSPs
poseen facultades citoprotectoras, estan involucradas en mecanismos regulatorios y
serian potenciales marcadores de la existencia de dafios celulares, dando la posibilidad
de emplearlas con fines diagnosticos y terapéuticos (Lindquist y Craig, 1988; Welch,
1993; Moseley, 2000; Kregel, 2002).

1.4.1 Participacion de las HSPs en diversas condiciones de estres.

Estudios recientes sugieren que las HSPs se sobreexpresan tanto a nivel del
sistema nervioso central como del periférico luego del dafio celular, y juegan un rol muy
importante en la supervivencia neuronal. La neuroproteccion ejercida por las HSPs es
compleja 'y a muchos niveles, incluyendo efectos antiinflamatorios (Hsp32),
antioxidantes y antiapoptoticos. La Hsp27, ha sido particularmente estudiada en el
sistema nervioso periférico donde inhibe la apoptosis (Klass y col., 2008).

Por otro lado, frente al estrés por calor, un gran nimero de proteinas se
desnaturalizan de manera sincronizada pudiendo formar un agregado proteico que
desencadene la muerte celular. De esta manera, y dado que la desnaturalizacion y
agregacion de proteinas son fuertes disparadores de la muerte celular programada, se les
adjudica a las HSPs una poderosa funcion antiapoptotica a este nivel, favoreciendo que
aquellas proteinas defectuosas sean degradadas o estabilizadas eficientemente
(Calderwood y col., 2006). Asimismo, a alguna de estas proteinas se les atribuye la
capacidad de velar por la supervivencia celular a partir de la inhibicién de los
mecanismos de activacion de caspasas, impidiendo de esta manera la apoptosis de la
célula (Garrido y col., 1999; Beere y col., 2000; Mosser y col., 2000, Beere, 2004). En
este sentido, Garrido y col. (2001) han demostrado que la sobreexpresion de Hsp90 en
un tejido bajo condiciones de estrés, puede tener efectos distintos, dependiendo cual fue
el estimulo que llevo a dicha sobreexpresion. Por esta razon no es sorprendente
encontrar que una misma proteina pueda actuar como proapoptética o antiapoptética,

segun el estimulo.
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Las HSPs también estan involucradas en el crecimiento y proliferacion celular
(Helmbrecht y col., 2000), asi como en los mecanismos moleculares relacionados a la
patogénesis de varias enfermedades (Yeyati y van Heyningen, 2008; Hirsh y Junger,
2008; Milioti y col., 2008; Saluja y Dudeja, 2008; Romanucci y col., 2008). Sus genes
estan transcripcionalmente regulados y la expresion de los mismos esta asociada a
estados patoldgicos dentro de los que se incluye, isquemia, fiebre, inflamacion,
infeccion y cancer (Welch, 1993; Jolly y Morimoto, 2000; Garrido y col., 2001). La
expresion alterada de las HSPs ha sido reportada en casi todas las clases de tumores, y a
pesar de estas observaciones ain no se ha podido determinar si es causa 0 consecuencia
de dicho estado patoldgico. Dado que las condiciones de estrés pueden desencadenar
dos mecanismos celulares que, aunque relacionados, se contraponen; la supervivencia o
la apoptosis, se propuso que el estrés y la muerte celular probablemente sean vias con
multiples pasos de regulacion cruzada. El balance entre estas dos vias dependeria de la
naturaleza especifica e intensidad del estrés, de manera tal que los niveles de expresion
y el accionar de los componentes individuales de cada mecanismo determinaria el

destino final de la célula (Jolly y Morimoto, 2000).

1.4.2 Rol de las Heat Shock Proteins (HSPs) en reproduccion.

Los procesos reproductivos, para tener éxito, deben estar en armonia y
sincronizados con el medio ambiente. Las condiciones desfavorables (por ejemplo,
temperatura inadecuada, disminucion de los nutrientes) inducen el estrés en los
organismos y reprimen la reproduccion a través de sustancias relacionadas con el estrés.
De la misma manera, condiciones adecuadas, promueven y garantizan la eficiencia
reproductiva por medio de estimuladores hormonales. Por lo tanto, es acertado asumir
que los elementos relacionados al estrés podrian potencialmente oponerse e incluso
prevenir los efectos hormonales y malograr el éxito reproductivo (Sirotkin y Bauer.;
2011).

Hemos mencionado al estrés como posible factor etiolégico de la enfermedad
quistica ovarica y de hecho se ha encontrado una relacion estrecha entre los mecanismos
neuroendocrinos de respuesta al estrés, la actividad del sistema simpatico y la activacion
celular de la expresion de HSPs (Blake y col., 1993). Esta expresion seria parte de la

respuesta funcional a hormonas y neurotransmisores inducidos por el estrés. Existen
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reportes que indican que estas proteinas pueden controlar las funciones hormonales y
viceversa (Driancourt y col. 1999; Jayachandran y Miller, 2002; Bombardier y col.,
2009). En este sentido, se ha encontrado que la expresiéon de las HSPs es alta en los
6rganos reproductivos de la hembra (Ciocca y col., 1996) y sus funciones principales
estan relacionadas con el mantenimiento de la configuracion de los receptores esteroides
no estimulados, ya que forman un complejo multimolecular con ellos (Bagatell y col.,
2001) y modulan la unién de las hormonas al receptor (Picard y col., 1990; Pratt y col.,
2004; Powell y col., 2010). En el caso particular de los receptores de estrogenos, la
Hsp90 y Hsp70 forman complejos con el receptor, pero su funcion precisa al momento
de unirse la hormona, no ha sido completamente dilucidada (Fliss y col., 2000; Bagatell
y col., 2001; Pratt y Toft, 2003). Una asociacién similar ha sido descripta con el
receptor de androgenos (Cardozo y col., 2003).

En el endometrio, sus funciones estan relacionadas con la modulacion de la
respuesta a los esteroides, ya que la mayor expresion de Hsp27, Hsp60 y Hsp70 se
observa inmediatamente después de la ovulacion, al inicio de la fase secretoria (Bagchi
y col., 1991; Ciocca y col., 1996; Shiozawa y col., 2003, 2004). Se ha encontrado una
correlacion importante entre la expresion de Hsp90 y la expresion de receptores de
estrdgenos y progesterona, mientras que sucede lo contrario con la Hsp70 (Koshiyama y
col., 1995; Salvetti y col. 2009).

Existen reportes sugiriendo que los cambios endocrinos ocurridos en el periparto
en bovinos, debido al pasaje de la prefiez a la lactancia del animal, llevan a multiples
desérdenes a nivel digestivo, metabdlico, inmunoldgico, que se traducen en
modificaciones en los niveles de Hsp70. Esto estaria indicando un vinculo entre el
estrés, los parametros inmunoldgicos y metabdlicos y Hsp70 en esta especie, luego del
parto (Mulligan y Doherty, 2008; Sordillo y col., 2009; Catalani y col., 2010).

Recientemente se ha reportado en humanos, que Hsp60 participa en el transporte
intracelular del colesterol a través de las membranas mitocondriales de células
sincitiotrofoblasticas, lo que deja en evidencia su implicancia en la esteroidogénesis
placentaria (Olvera-Sanchez y col., 2011).

En cuanto a la participacion de las HSPs en la morfogénesis de organismos en
gestacion, se cree que estan intimamente relacionadas con el desarrollo normal y

anormal de embriones murinos (Evans y col., 2005; Brown y col., 2007). Se ha
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descripto que los niveles de expresion de un grupo de HSPs presentan diferencias
notables entre los diferentes estados gestacionales cuando se administra via oral a las
hembras madres, distintas dosis de &cido retinoico, un causante de alteraciones en las
extremidades del individuo en gestacion. Estos ensayos confirmaron la participacion de
miembros de las familias de HSP40, HSP60 y sHSP, en la proteccion contra el estrés en

el desarrollo embrionario, inducido por dicho agente (Zhu y col., 2010).

En el ovario, la expresion de las HSPs es parte integral de la foliculogénesis. Los
ovocitos en crecimiento y preovulatorios expresan altos niveles de Hsp60 y Hsp70 en
forma constitutiva (Curci y col., 1987; Paranko y col., 1996; Maizels y col., 1998;
Banerji y col., 2005). Por otra parte, la Hsp90, actia como moduladora o inhibidora de
la actividad de la enzima aromatasa en los foliculos ovaricos. Se ha demostrado que los
foliculos dominantes expresan niveles importantes de esta proteina tanto en células de la
granulosa como en la teca (Driancourt y col., 1999, 2000) y ha sido detectada, aunque
en bajos niveles, en el liquido folicular (Guzeloglu y col., 2001). También se ha
descripto en bovinos que las HSPs protegen al ovocito de dafios oxidativos (Humblot y
col., 2005) y los niveles encontrados de Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90 en células de la
granulosa y teca de foliculos en crecimiento normales, se diferenciaron claramente de la
sintesis aberrante observada en estructuras foliculares quisticas (Velazquez y col.,
2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Estudiar la expresion de Proteinas de Golpe Térmico (Heat Shock Proteins
(HSPs)) en el ovario bovino en diferentes estadios foliculares, buscando dilucidar su
participacién en la foliculogénesis normal y en la patogenia de la enfermedad quistica

ovarica.

La hipotesis planteada es que, teniendo en cuenta que las HSPs participan en los
mecanismos de respuesta al estrés y en los procesos reproductivos a diferentes niveles;
el mantenimiento de la homeostasis celular, la respuesta hormonal y otros eventos
importantes para el éxito reproductivo estarian supeditados en parte al accionar de
dichas proteinas. En efecto, seria esperable encontrar una expresion diferencial y

alterada en animales con enfermedad quistica ovarica.
2.2 Objetivos especificos

1- Establecer el patréon de expresion de proteinas y de ARNm de la familia
de las Proteinas de Golpe Térmico (Heat Shock Proteins: HSPs) analizando su

expresion en diferentes estadios foliculares en el bovino.

2- Identificar los tipos celulares de los que integran el foliculo ovarico

sufren modificaciones en la expresion de estas proteinas.

3- Relacionar la expresiobn de HSPs con otras variables (receptores

hormonales, proliferacion, apoptosis), a fin de analizar la interrelacion de las mismas.
4- Determinar similitudes y diferencias entre los hallazgos efectuados en el

modelo experimental y aquellos efectuados en ovarios con quistes espontaneos

obtenidos en frigorifico.
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5- Describir la expresion de ARNm de las HSPs en las células que integran
la pared folicular de quistes espontaneos, a partir de muestras de aspiracion folicular

obtenidas de animales en produccidon de establecimientos pecuarios.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Procedimientos llevados a cabo con animales.
3.1.1 Modelo experimental.

Han sido descriptos una variedad de protocolos y tratamientos para lograr la
induccién de quistes. Entre ellos se pueden mencionar, aquellos basados en la
administracion de estrogenos (Wiltbank, 1966; Nadaraja y Hansel, 1976; Carrie’re y
col., 1995); combinaciones de progesterona/estradiol (Cook y col., 1990; Hamilton y
col., 1995); anticuerpos contra LH bovina, (Nadaraja y Hansel, 1976); testosterona
(Fathala y col., 1978) y ACTH exo6gena (Liptrap y Mc Nally, 1976; Ribadu y col., 2000;
Dobson y col., 2000; Ortega y col., 2007b). Dichos protocolos fueron aplicados durante
el diestro tardio e incluso también en el proestro, resultando en alteraciones hormonales
durante la fase folicular.

En efecto, estd demostrado que la ACTH causa una supresion de los valores
basales de LH (Stoebel y Moberg, 1982; Li y Wagner, 1983; Ribadu, 1993; 2000) asi
como también una menor frecuencia de los pulsos de la misma (Dobson y Smith, 1995).
A su vez, Ribadu y col. (2000), demostraron que la administraciéon de ACTH modifico
notablemente la dindmica folicular en bovinos, llevando al desarrollo de quistes.

Dada la eficiencia del modelo, demostrada en reportes previos, el mismo fue
seleccionado para emplear en el presente trabajo y lograr la induccién de los quistes

(Sirois y Fortune, 1988; Kawate y col., 1996; Ortega y col., 2007b).

3.1.2 Animales.

Los ensayos con animales experimentales realizados en este trabajo, se ajustaron
a las normas vigentes sobre el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural
Animals in Agricultural Research and Teaching. Federation of Animal Science
Societies (FASS), 1* Ed, 1999, USA). El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
y Seguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del
Litoral bajo el numero 32/2008.

Se emplearon 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puros por cruza, con
un peso promedio de 400 kg., de entre 18 y 24 meses de edad. Los animales fueron
examinados antes del comienzo de la experiencia, por tacto rectal y ultrasonografia para

comprobar la normalidad en su tracto reproductor y la regularidad de sus ciclos estrales.
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Todos fueron alojadas en corrales descubiertos; y su alimentacion estuvo basada
en alimento balanceado comercial y heno de alfalfa con disponibilidad de agua ad
libitum.

Se realizd la sincronizacion del ciclo estral mediante el protocolo Ovsynch
(Glimen y col.,, 2003). Brevemente: se administr6 GnRH (Receptal®, Intervet,
Argentina, 4 pg/ml, 5 ml/animal) el dia 0, y a los 7 dias se inyectd una dosis de
prostaglandina (Iliren®, Intervet, Argentina, 0,2 mg/ml, 5 ml/animal). Finalmente, una
nueva dosis de GnRH fue administrada a las 48 horas (dia 9). Se realiz6 la observacion
del comienzo de estro 24 horas luego de la segunda administracion de GnRH y luego
cada 12 horas (Figura 9). La primera detecciéon de comportamiento de estro fue
designada como dia cero del ciclo y se confirmé por ultrasonografia (Sirois y Fortune,
1988). Durante este periodo de sincronizacion, los animales no recibieron ningin otro
tratamiento. Las experiencias fueron realizadas en primavera para evitar los periodos
criticos de estrés ambiental.

Se trabajo ademés con un grupo de aproximadamente 30 animales que se
encontraban en establecimientos pecuarios de la zona con diagnostico de COD de
desarrollo espontaneo. Se realizd una anamnesis completa de los animales, recabando
ademads datos sobre la alimentacidon que recibieron, condiciones de rodeo, medidas de
manejo, enfermedades y/o tratamientos previos, para un posterior andlisis

epidemioldgico de otro equipo de trabajo.

3.1.2.1 Grupos experimentales:

Los animales experimentales destinados a la induccion de la enfermedad asi como
los controles fueron distribuidos en 2 grupos que fueron alojados en corrales separados.

Grupo I:  luego de la sincronizacion de celo, 6 vaquillonas se trataron con 100

Ul de corticotrofina (ACTH) (1mg/ml de Tetracosactido [corticotropina], Synacthten
depot, laboratorio Novartis), cada 12 horas por un periodo de 7 dias seguidos,
contabilizados a partir del dia 15 del ciclo estral (Figura 9). El comienzo del
tratamiento (dia 15 del ciclo estral normal) se realizé en el momento del ciclo en el que
la onda de LH preovulatoria comienza a ser sensible a la inhibicién por la hormona
adrenocorticotropa exdgena (Liptrap y McNally, 1976; Dobson y col, 2000; Ortega y
col., 2007b).
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Grupo IlI: un grupo de 4 hembras se mantuvieron en condiciones ambientales

normales, y sin tratamiento; como grupo control.
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Figura 9. Protocolo de sincronizacion de celos e induccion de quistes ovaricos foliculares mediante

administracion de ACTH.

3.1.2.2 Ultrasonografia

Se efectuaron monitoreos diarios mediante tacto rectal y ultrasonografia a los
animales de los 2 grupos experimentales (I y II) con el fin de lograr el seguimiento de
los cambios ocurridos durante el ciclo estral. Dichos exdmenes se llevaron a cabo
diariamente hasta la ovariectomia.

En cuanto a la enfermedad quistica espontdnea detectada en los animales de
campo, la misma fue diagnosticada por profesionales, quienes realizaron la evaluacion
de los signos e historia clinica y procedieron a la toma de muestras de sangre y liquido
folicular previa evaluacion mediante ultrasonografia.

Se utilizd un equipo de ultrasonografia Chisson 8300vet Digital (China),
equipado con sonda transductora transrectal en doble frecuencia de onda (5,0-7,5 Mhz.).
El seguimiento se realiz6 de acuerdo a la técnica descripta por Sirois y Fortune (1988) y
las imdgenes fueron almacenadas para efectuar las mediciones de las estructuras
foliculares ovaricas.

Se consideraron como parametros normales: un didmetro medio de los foliculos
ovulatorios de 13-15 mm, una duraciéon media del ciclo estral de 20-21 dias, y la

presentacion del comportamiento de celo el dia 19-20 del ciclo estral.
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Aquellos foliculos con un didmetro mayor a 20 mm y que persistieron en el
tiempo por 10 dias o mads, sin que se produzca la ovulacién o la formacion de un cuerpo
luteo (Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005) fueron considerados quisticos. El
primer dia de formacion de dicha estructura quistica fue el dia en que el foliculo alcanzo

20 mm o mas.

3.1.3 Obtencion de las muestras

Para el caso de los animales bajo protocolo de induccion (Grupo I), una vez
detectada la condicion de COD, se procedié a la obtencion de los ovarios mediante
ovariectomia. Al grupo de animales control del modelo experimental (Grupo II) se le
efectud la ovariectomia en la etapa del proestro. El abordaje se realizd por el flanco
izquierdo, el cual se prepard quirargicamente. Se realizd anestesia local infiltrativa y
anestesia epidural, con clorhidrato de lidocaina al 2% (Anestésico 2%, Rudavet®) para
proceder luego a la incision desde dorso-caudal hacia ventro-craneal de la piel del
flanco y los planos musculares, de una longitud suficiente como para que entre la mano
del cirujano. Una vez localizados los ovarios, fueron extraidos ligando los vasos
sanguineos que lo irrigan, y se procedio luego a la sutura de todos los planos de acuerdo
a la técnica quirurgica (Garnero y Perusia, 2002).

En los casos de enfermedad quistica espontanea diagnosticada en animales de
produccion en establecimientos pecuarios de la zona, se procedid a la obtencion del
liquido folicular de los quistes, por aspiraciéon guiada por ecografia, montando el
transductor microconvexo en una sonda transvaginal para aspiraciéon folicular
(Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, Brasil). La misma posee una guia
para la colocacion de una aguja calibre 20G con bisel ecogénico que se conecta por
medio de una tubuladura de teflon a tubos contenedores conicos estériles de 50 ml. Para
la aspiracion se empled una bomba de vacio a una presion de aspiracion de 150 mmHg
(Schernthaner y col., 1999; Seneda y col., 2003). Una vez montado el dispositivo, fue
introducido via vaginal hasta contactar con el fondo de la misma y el quiste folicular fue
localizado por tacto rectal. El ovario fue acercado y fijado al transductor de la sonda, y
una vez visualizado se procedi6 a la introduccion de la aguja a través de la pared vaginal
y luego a través de la pared del quiste para la toma de muestra, al mismo tiempo que la

bomba de vacio fue activada. Inmediatamente luego de la recoleccion del liquido
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folicular se procedid a su conservaciéon a temperatura de refrigeracion (4-6°C) y se
traslado6 al laboratorio.

En playa de faena, se procedid a la recoleccidon de ovarios bovinos con
alteraciones macroscopicas visibles y compatibles con la descripcion de quistes
foliculares (Bartolomé y col., 2005) (Figura 10). Antes de la toma de muestras se
corrobor6 la ausencia de prefiez. Se recolectaron también ovarios normales (sin

alteraciones macroscopicas visibles).
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Figura 10. Ovarios provenientes de playa de faena con estructura

quistica de diametro superior a 30 mm en uno de ellos.

En resumen, fueron 4 los tipos de muestra que se tomaron:

a) Muestras de pared folicular (teca y granulosa) de quistes y de foliculos antrales
de ovarios normales, obtenidos en frigorifico incluyendo: foliculos pequefios menores a
5 mm; foliculos medianos entre 6 y 10 mm de didmetro; y foliculos 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 extraccion de ARN total a partir de la teca).

b) Muestras de pared folicular de ovarios normales provenientes de frigorifico
(n=10) y de ovarios quisticos (n=10) se conservaron en formol al 10% para realizar el
procesamiento histoldégico de rutina para la técnica de inmunohistoquimica.

¢) Muestras de pared folicular de ovarios obtenidos por ovariectomia (del modelo
experimental) se fijaron en formol bufferado al 10% y se procesaron siguiendo

protocolos de rutina para su inclusion en parafina.
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d) Muestras de liquido folicular a partir de las cuales se procedio a la obtencion
de células y extraccién de ARN total, como se detalla mas adelante. Estas fueron
obtenidas por aspiracion folicular de quistes diagnosticados en animales de
establecimientos pecuarios y de foliculos de ovarios provenientes de frigorifico. El
liquido folicular recuperado luego de la separacion de las células fue conservado a — 20

°C y destinado a mediciones hormonales.

De los animales sometidos al protocolo experimental (grupos I y II) también se
tomaron muestras de sangre 2 veces al dia para las determinaciones hormonales. Esto
permitid, en un trabajo de investigacion anterior, corroborar el funcionamiento del
modelo experimental y las modificaciones endocrinas existentes durante el desarrollo
del mismo. De la misma manera, fueron evaluados en trabajos previos los perfiles
hormonales en liquido folicular de las muestras obtenidas en frigorifico, identificando
los quistes estrogeno-activos que permitieran su utilizacion para el estudio de la COD
(Salvetti, 2010, Velazquez y col., 2010).

Ademas se tomaron muestras de sangre de los animales con diagnéstico de COD
espontanea en el momento de la aspiracion del liquido folicular en los establecimientos

pecuarios, para ser utilizados en estudios epidemioldgicos posteriores.

3.2 Deteccion y cuantificacion de las proteinas de golpe térmico.
3.2.1 Procesamiento de las muestras para técnicas histoldgicas.

Las muestras de tejido obtenidas de animales experimentales asi como las
provenientes de material de frigorifico fueron fijadas con formol tamponado y
posteriormente lavadas en buffer fosfato salino (PBS). A continuacion, las mismas
fueron procesadas siguiendo protocolos histoloégicos de rutina para su inclusion en
parafina (Ortega y col., 2004).

Se realizaron cortes de 4 um de espesor, los que se montaron en portaobjetos
previamente tratados con 3-aminopropyl-triethoxysilane (Sigma, USA), que luego se

secaron en estufa a 37°C durante 24 horas.
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3.2.2 Inmunohistoquimica

Mediante esta técnica se logréd la identificacion in situ de las proteinas Hsp27,
Hsp60, Hsp70 y Hsp90 en tejido ovarico proveniente de material de frigorifico y de
ovarios de animales del modelo experimental, utilizando anticuerpos especificos

disponibles comercialmente y detallados en la Tabla 3.

Tabla 3. Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpos Proveedor comercial Dilucion
Primarios
Hsp27 Policlonal Abcam, Cambridge, UK (ab12351) 1: 600
Hsp60 Policlonal Abcam, Cambridge, UK (ab31115) 1: 400
Hsp70 Clon BRM22 Biogenex, San Ramon, CA, USA 1: 200
Hsp90 Clon AC88 Abcam, Cambridge, UK (ab13492). 1: 400
Secundarios
1gG anti-rabbit Policlonal Zymed, San Francisco, CA, USA (8165-40) 1:100
Biotinilado
1gG anti-mouse Policlonal LETH 1:50
Biotinilado

Las inmunodetecciones se realizaron sobre cortes de 4 um de espesor, siguiendo
el protocolo descripto previamente por Ortega y col. (2004), segun se detalla a

continuacion:

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

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

3- Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 minutos

4- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizé en un horno de microondas de uso doméstico
(potencia maxima 1200 W). Como solucion de recuperacion se us6é Buffer Citrato 0,01 M pH 6,0.
Los cortes fueron colocados en un Coplin sumergido en un recipiente con agua, y fueron sometidos a
la siguiente secuencia de recuperacion: 3 minutos a 100% de potencia, 12 minutos al 40% y 20

minutos dentro del microondas apagado.

5- Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo las muestras durante 10
minutos en una solucién al 3% de peroxido de hidréogeno 30 volimenes en metanol absoluto,

agregando nuevamente el mismo volumen de peroxido de hidrogeno a los 10 minutos.

6- Dos lavados en PBS durante 5 minutos.
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7- Bloqueo de los sitios de unién no-especificos incubando 20 minutos a temperatura ambiente en camara

hiimeda con una solucidn de suero normal de cabra al 5%.

8- Incubacion con anticuerpo primario: se uso el anticuerpo de interés, seglin la proteina a detectar (tabla
3) en la dilucién adecuada durante 16 horas a 4°C (toda la noche en heladera). Para los controles de

especificidad se sustituy6 el anticuerpo primario por suero normal de cabra.

9- Después de la incubacion con el anticuerpo primario la camara se retiré de la heladera y se dejo a

temperatura ambiente durante 10 minutos
10- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

11- Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado preabsorbido (monoclonal o policlonal, segun el

caso) en la dilucioén apropiada, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
12- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

13- Incubacion con complejo streptavidina-peroxidasa lista para usar, durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
14- Dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

15- Revelado de la reaccion con diaminobencidina (DAB), utilizando la solucién comercial de Dako. Los
cortes se observaron al microscopio para controlar el tiempo 6ptimo en cada prueba y de ese modo

estandarizarlo.

16- Lavados con agua destilada, 2 de 5 minutos cada uno. Luego se realizo la coloracion de contraste con
hematoxilina activada (Biopur), deshidratacion y montaje con Balsamo natural de Canada (Canadax,

Biopur) y cubreobjetos apropiados.

En aquellos ensayos donde se emple6 anti-Hsp27 se realiz6 una modificacién a la
técnica de rutina, omitiendo la recuperacion antigénica.

La inmunomarcacion fue visualizada en citoplasma para Hsp27 y Hsp60, y en los
compartimentos nucleares y citoplasmaticos para el caso de Hsp70 y Hsp90. La
marcacion obtenida en cada caso, se cuantificd en las capas de células de la granulosa y
de la teca interna. No se estudid la inmunomarcacién en teca externa, porque las
proteinas no se vieron expresadas en dichos estratos de células.

Se digitalizaron imagenes de cada una de las capas de la pared folicular de
foliculos primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quisticos para el caso de los
ovarios obtenidos en playa de faena. En el caso de los grupos experimentales (grupo [ 'y
IT), se estudiaron foliculos primarios, secundarios, terciarios y quisticos para su

posterior comparacion.
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3.2.3 Procesamiento de las muestras para la técnica de Western Blot (WB)

Se tomaron fracciones de pared folicular de aproximadamente 60 mg de cada
categoria de foliculos (antrales pequeiios, grandes y quisticos, de ovarios obtenidos en
playa de faena) y fueron colocadas en buffer RIPA en presencia de inhibidores de
proteasas. Esta mezcla fue homogeneizada con un homogeneizador de mano
UltraTurrax® T25 Basic (IKA WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, Germany). El
sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion a 14.000g durante 20 minutos a 4°C
fue separado y se cuantificd su contenido proteico mediante método fluorimétrico

(Qubit™, Invitrogen, CA, USA) segun las indicaciones del fabricante.

Dichas muestras fueron posteriormente utilizadas para las electroforesis en geles

de poliacrilamida, inmunodeteccion y cuantificacion de HSPs por WB.

3.2.4 Western Blot.

Se realizaron electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida (acrilamida-
bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
El tamafio del poro para el gel de resolucion se correspondid con una concentracion de
acrilamida del 12%. Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de foliculos
antrales pequefios, grandes y quisticos. 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 utiliz6 una cuba vertical y el
buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH 8,3. Segtn los valores obtenidos
de la cuantificacion por fluorimetria, se calcularon los volimenes a sembrar adecuados
para 60 pg de proteinas y se realizé la electroforesis durante 45 minutos a 25 mA para el
gel de apilamiento, y se continu6 a 50 mA durante 90 minutos hasta la visualizacion del
frente de corrida en el borde inferior del gel de resolucion. Los marcadores de peso

molecular (PM) que se utilizaron se detallan a continuacion en la Tabla 4.
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Tabla 4. Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro (Kaleidoscope Prestained Standards 161-0324. Bio-
Rad).

Proteina Peso molecular (kDa)

Miosina 195
b-galactosidasa 131
Albimina sérica 85
Anbhidrasa carbonica 40
Inhibidor de tripsina 31,53
Lisozima 17,25
Aprotinina 6,78

Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las proteinas separadas
en el gel, se empled la solucion de transferencia tamponada Towbin modificada,
compuesta por Tris-Glicina y 20 % de metanol. Dicha transferencia se realizo 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 efectividad de la transferencia. Una vez verificada, se procedié a la inmunodeteccion
de las proteinas detalladas en la Tabla 5.

Para el caso de Hsp27 unicamente, se utilizo la dilucion 1:1500 tanto para el
anticuerpo primario como del secundario conjugado a peroxidasa, dada la necesidad de
reducir la sefial inespecifica del primero.

Todos los ensayos de inmunodeteccion de Hsp sobre las membranas obtenidas,
estuvieron acompafiados de la deteccion de la proteina de expresion constitutiva -
actina, con el fin de normalizar los valores y poder comparar entre si las diferentes
categorias foliculares (Liao y col., 2000). Para ello, fue necesario cortar la membrana y
detectar por separado cada Hsp de interés y los correspondientes niveles de B-actina en

cada caso.
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Tabla 5. Detalle de los anticuerpos utilizados en la técnica de Western Blot.

Anticuerpos Clon Proveedor comercial Dilucién
Primarios
Hsp25 Policlonal Abcam, Cambridge, UK (ab12351) 1:1500
Hsp60 Policlonal Abcam, Cambridge, UK (ab31115) 1:500
Hsp70 Clon BRM22 Biogenex, San Ramon, CA, USA 1:500
Hsp90 Clon AC88 Abcam, Cambridge, UK (ab13492). 1:500
. Departamento de Ciences Bioldgicas. .
Actina JLA20 Universidad de lowa, lowa City, IA 52242 1:100
Secundarios
1gG anti-rabbit . 1:500 6
peroxidasa Policlonal LETH 1:1500
19G anti-mouse . )
peroxidasa Policlonal LETH 1:100

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

empled el siguiente protocolo:

1. Enjuagar la membrana de nitrocelulosa con agua destilada y luego con buffer tris salino-Tween
(TBS-T) hasta la desaparicion del colorante Rojo Ponceau.

2. Bloquear los sitios de union inespecificos con TBS-T leche 5 %, 1 hora a temperatura ambiente y
en agitacion.
3. Lavados a temperatura ambiente con TBS-T
e Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos
¢ Dos lavados de 5 minutos

4. Incubar con el anticuerpo primario durante toda la noche en heladera. Para la dilucién del
anticuerpo primario se utilizé buffer de bloqueo y se realizé mediante la colocacion del anticuerpo
que cubra la membrana y un folio o nylon sobre la misma para que distribuya el anticuerpo por

capilaridad.
5. Lavados a temperatura ambiente con TBS-T
e Dos lavados rapidos
¢ Un lavado de 15 minutos
e Dos lavados de 5 minutos
6. Incubar con el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en agitacion. Para

la dilucién se utiliza buffer de bloqueo y se procede como en el paso 4.
7. Lavados a temperatura ambiente con TBS-T.
e Dos lavados rapidos
e Un lavado de 15 minutos
e Cuatro lavados de 5 minutos

8. Preparar el reactivo quimioluminiscente (Amersham), colocar la membrana en un recipiente con el
reactivo e incubar 5 minutos.
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9. Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofan.

10.  Revelar la membrana en cuarto oscuro con los reactivos de revelado y fijado Kodak; y placas
radiograficas Amersham.

11.  Lavado con agua destilada.

12.  Secado de la placa a temperatura ambiente.

3.3 Obtencion y cuantificacion de ARNm correspondientes a HSPs
3.3.1 Extraccion de ARN total.

Para la obtencion del ARN total a partir de tejido folicular se empled el reactivo
Trizol LS (Invitrogen) y se procedid segun las indicaciones del fabricante.
Resumidamente: se adicionaron 750pul del reactivo a muestras de teca de foliculos de
aproximadamente 60 mg (habiendo eliminado células de la granulosa por raspado de la
pared folicular y lavado en agua DEPC) y con un homogenizador de mano Ultra
Turrax” T25 Basic se homogeneizé durante 1-2 minutos hasta lograr la dispersion de la
muestra. Esta suspension fue incubada durante 5 minutos a 4 °C y posteriormente se le
adiciono6 200ul de cloroformo, se agitd vigorosamente para favorecer el contacto de las
fases con la muestra y se incub6 a continuacioén durante 15 minutos mas en heladera (4°
C). Transcurrido el tiempo se centrifugé a 12000g durante 20 minutos para permitir la
diferenciacion de las fases. Se recuperd la fase acuosa superior y se adicioné igual
volumen de isopropanol, incubando 1h a -20 °C para favorecer la precipitacion del
acido nucleico, y se llevd una nueva centrifugacion a 12000g durante 20 minutos. El
precipitado, correspondiente al ARN total, fue lavado con etanol 75% y finalmente
resuspendido en agua DEPC precalentada a 60°C libre de ARNasa.

Previamente a la transcripcion reversa, se realizd el tratamiento con
desoxirribonucleasa I (DNase I, Amplification Grade, Invitrogen) del ARN total
extraido, con el fin de eliminar posibles contaminaciones con ADN gendmico del
mismo. Seguidamente se procedid a la inactivacion de la enzima mediante el agregado
de EDTA 25mM incubando a 65 °C durante 10 minutos. Finalmente se determin6 la
integridad y pureza del ARN total a través de un método fluoroscopico (Qubit™,
Invitrogen).

La obtencion de células a partir de liquido folicular (proveniente tanto de
muestras de frigorifico como de quistes diagnosticados en animales en produccion) fue
llevada a cabo centrifugando el mismo a 1000g durante 5 minutos. El sobrenadante fue

separado y almacenado como liquido folicular a -20 °C y el precipitado celular obtenido
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correspondiente a las células, fue procesado de igual manera que las muestras de tejido,

hasta la obtencion del ARN total.

3.3.2 Transcripcion Reversa para la sintesis del ADN copia (ADNCc)

Las reacciones de transcripcion reversa fueron llevadas a cabo adicionando
cantidades constantes de ARN a la mezcla de reaccion conteniendo cebadores con
secuencias al azar (Ipg/ pl), dNTPs (25mM), buffer de reaccion para la enzima (5x),
DTT (0,1 M), inhibidor de ribonucleasas (RNaseOUT 40 U/ul) y retrotranscriptasa M-
MLV (200 U/ul) en cantidades apropiadas y con tiempos adecuados de incubacion.
Todos los reactivos empleados fueron provistos por Invitrogen. La reaccion prosiguiod
bajo el siguiente protocolo: incubacién a 25 °C durante 10 minutos, a 37 °C por 50
minutos, e inactivacion de la misma durante 15 minutos a 70 °C.

La concentracion de ADN copia simple cadena (ADNc) fue obtenida por
medicion fluorimétrica (Qubit™, Invitrogen) con el objeto de emplear en las reacciones
de amplificacion del ADN especifico, una cantidad de molde conocida que permita
cuantificar relativamente y comparar los resultados entre las estructuras foliculares

analizadas.

3.3.3 Disefio de cebadores especificos para cada HSP y otros genes.

A partir de las secuencias de ADNc obtenidas de la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/index.htm) fueron disefados los cebadores
especificos para las secuencias correspondientes a Hspl0, Hsp27, Hsp40, Hsp60,
Hsp70, Hsp90a y Hsp90B. En los casos que fueron posibles, se considerd que el
producto amplificado con cada par de cebadores, se corresponda al ensamble de dos o
mas intrones del gen de interés. Para el disefio y posterior verificacion de su
especificidad, se utilizo la aplicaciéon PrimerSelect del programa LASERGENE
(DNAStar, WI, USA). Todos los oligonucleotidos utilizados fueron provistos por
Invitrogen.

Por otro lado, se disefiaron cebadores para amplificar las secuencias codificantes
de las enzimas citocromo P450 aromatasa (CyP19al, especifica de células de la
granulosa) y citocromo P450 17a-hidroxilasa/17,20-liasa (CyP17al, especifica de

células de la teca) siguiendo el mismo procedimiento anteriormente detallado. Las
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reacciones de amplificacion con estos cebadores permitieron seleccionar las muestras
sin contaminacion cruzada entre los estratos foliculares. A su vez, se emplearon
cebadores especificos para amplificar el gen de expresion constitutiva correspondiente a
la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (GAPDH) con el objeto de
normalizar los niveles de expresion en relacion al mismo.

En la Tabla 6 se muestran las secuencias de los oligonucleotidos empleados, sus
temperaturas de hibridacion, los tamafnos de los fragmentos amplificados, y el nimero

de acceso a GenBank de la secuencia empleada como molde para su disefio.

Tabla 6. Cebadores sentido y antisentido especificos para cada ADNc bovino y condiciones de la PCR.

Temperatura

N° Acceso en Tamafio de

Nombre Secuencia (5"-3") GenBank. fragmento (pb) 111[)1;15}2;1011 Ciclos

HSP10
Sentido TGGCAGGACAGGCATTTA NM 174346.2 434 pb 52 31
Antisentido TCATTAGCTTGGATATCGTTAGTT

HSP27
Sentido GGCTGCCCGAGGAGTGGT NM 001025569 434 pb 62,5 29
Antisentido CTGGAAGGTGACGGGAATGGTGA

HSP40
Sentido CGAGGTACTGGAATGCAAATAAGA BT021066.1 420 pb 54,6 32
Antisentido TTGACCTGGATGAGAAGTGATGAC

HSP60
Sentido GATGCTCTTAATGCCACACGA XM 001249790 406 pb 53,5 31
Antisentido TTCCAGGATCCTTCTCTTCTTTAG

HSP70
Sentido ATCAAGCGCAACTCCACCATCC XM583951 445 pb 62 31
Antisentido TCTTGCCCTTCAGCCCCTCATCCT

HSP90a
Sentido AAGAAAGTTGAAAAGGTGGTTGTG AB072368 382 pb 56,3 29
Antisentido TGTCATCAGCAGTGGGGTCAT

HSP90b
Sentido GCGGGGCTTTGAGGTGGTGTA NM 001079637 534 pb 60,4 30
Antisentido ATGCGGTAGATGCGGTTGGAGTG

CYP17al
Sentido GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC NM174304 319 pb 60,8 35
Antisentido CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG

CYP19al
Sentido TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG BTCYP19 341 pb 55,4 35
Antisentido GGAACCTGCAGTGGGAAATGA

GAPDH
Sentido CACCCTCAAGATTGTCAGCA BC102589 103 pb 52 31

Antisentido GGTCATAAGTCCCTCCACGA
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3.3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las PCRs fueron realizadas de acuerdo a las condiciones estandarizadas para cada
par de iniciadores, empleando las temperaturas de hibridacion adecuadas. El nimero de
ciclos y cantidades de ADNc empleados como molde fueron determinados en
experiencias previas teniendo en cuenta que dichas condiciones se ajusten al rango
lineal de la curva de amplificacion.

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl conteniendo
10 a 30 ng de ADNc (previamente cuantificado por el método fluorimétrico), cebador
sentido (20 uM), cebador antisentido (20 uM), 2,5 ul de buffer Taq 10X (50 mM KCI;
20 mM Tris-HCL, pH 8,4), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP; y 2U Taq
polymerase (5 U/ul) (todos los reactivos provistos por Invitrogen) usando un
termociclador Techne (TC-3000G, Techne Inc., NJ, USA).

El programa utilizado incluy6 un tiempo inicial a 94 °C (3 minutos) seguido de
30 a 35 ciclos (segtn la optimizacion lograda para cada gen de interés) de 45 segundos a
94 °C para la desnaturalizacion del ADN, 30 segundos a la temperatura de hibridacion
adecuada para cada par de iniciadores (Table 6) y 1 minuto 30 segundos a 72 °C para la
extension a partir de los cebadores. Un ultimo paso a 72 °C durante 10 minutos fue
necesario para la extension final de todos los productos amplificados.

Se realizaron conjuntamente en cada ensayo, controles negativos, de reactivos y
de muestra, omitiendo en el primer caso el ADNc como templado (reemplazandolo por
agua bidestilada estéril) y en el segundo caso, utilizando el ARN purificado en su
reemplazo.

Los productos de todas las PCRs fueron sembrados en geles de agarosa al 2%
conteniendo solucion tamponada TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 0,5 mM EDTA, pH
8,0) y colorante de acidos nucleicos GelRed 1X (Biotium, CA, USA). Paralelamente a
las muestras se sembrd 1ul del marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PB-L
Productos Bio-Logicos, Buenos Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la
correspondencia del producto amplificado con el tamafio esperado. La electroforesis se
efectuo a voltaje constante (80V).

Las bandas obtenidas se visualizaron en el gel bajo luz UV de un Transiluminador
(Labnet, Edison, Estados Unidos) y se tomaron fotos de dichas imagenes usando una

camara digital (Kodak EasyShare, Rochester, New York, USA).
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Las amplificaciones de CyP19al a partir de ADNc obtenidos de cé¢lulas de la teca
y de CyP17al a partir de muestras de la granulosa provenientes de ovarios obtenidos en
frigorifico, indicaron contaminacidon cruzada entre estos estratos foliculares por lo que
dichas muestras debieron ser descartadas.

Para el caso de muestras obtenidas por aspiracion folicular de quistes de animales
en produccion (COD espontanea) se consideraron para el analisis de las variables en
estudio, tanto los ADNc generados que evidenciaron la presencia de ambas poblaciones
celulares (teca y granulosa), como aquellos en los que se identificd so6lo una de las
enzimas (CyP17al 6 CyP19al).

Las muestras cuyos niveles de ARNm correspondientes al gen normalizador
(GAPDH) fueron similares, permitieron el consiguiente estudio y cuantificacion relativa

de la expresion de las HSPs.

3.3.5 Secuenciacion Nucleotidica

La especificidad de los productos amplificados por PCR fue verificada por
secuenciacion de los mismos, envidndolos a un servicio para tal fin (Macrogen
Sequencing Service, Korea). Las secuencias obtenidas fueron posteriormente evaluadas
para verificar sus porcentajes de similitud, empleando la herramienta MegAlign del

programa LASERGENE (DNAStar, WI, USA).

3.4 Analisis digital de imagenes.

Las imagenes de los preparados histoldgicos fueron digitalizadas mediante una
camara color de video SONY CCD-IRIS conectada a una PC de escritorio montada
sobre un microscopio Optico convencional (Olympus BH2, Olympus Co., Japan). La
resolucion de las iméagenes 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 area
inmunohistoquimicamente marcada se calculd a través de la segmentacion de colores
seleccionando los objetos con reaccion marréon moderado/intenso (dada por la
reactividad del cromogeno utilizado) como rango positivo. Dicha coloracion fue elegida
con una sensibilidad de 4 (maximo 5). Posteriormente fue aplicada una mascara para la

separacion permanente de los colores y se realizd un histograma para determinar el
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porcentaje del area marcada sobre el area total evaluada, tal como fue descripto en
trabajos previos (Wang y col., 2000; Salvetti y col., 2004; Ortega y col., 2007a).

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 analisis de estas imagenes (mediante el programa Image Pro-Plus 3.0) se realizé
normalizando los valores de densidad optica integrada (DOI) de cada banda obtenida
para cada HSP en relacion a la inmunomarcacion observada para la proteina
normalizadora (-actina) en esa misma placa. Esos valores fueron los empleados para el
analisis estadistico posterior y determinacion de las diferencias significativas.

Las imagenes digitalizadas de los geles de agarosa fueron analizadas con el
programa Image Pro Plus 3.0 (Media Cybernetics, Maryland, Estados Unidos). Los
niveles de ARN mensajeros especificos de cada Hsp se expresaron como un promedio
de las senales obtenidas en corridas electroforéticas realizadas por duplicado en todos
los casos. Se calculd la relacion entre DOI de las bandas de los diferentes ARNm para

cada Hsp y el amplificado correspondiente de GAPDH.

3.5 Evaluacion estadistica

Los diferentes parametros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS
15.0.1 para Windows. Se realizé un analisis de la varianza de los datos aplicando
pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y como andlisis a posteriori se
aplico Duncan. El nivel de significancia utilizado para ANOVA fue p < 0,05. En
algunos casos, como analisis posterior del ANOVA se aplico Dunnett, tomando los
quistes como grupo de referencia para la comparacion.

Los valores se expresaron como el promedio + el desvio estandar (DE).

53



-2012 -

Velazquez, Melisa Maria del Lujan

YU s F| U RS T | Y RS F | Y S | Y e F| Y s F| Y s F | e

RESULTADOS



Velazquez, Melisa Maria del Lujan - 2012 -

4. RESULTADOS

4. RESULTADOS
4.1 Induccién de la enfermedad quistica ovarica en bovinos.

El modelo utilizado fue probado en un trabajo previo donde se comprobd el
avance normal de la foliculogénesis en ovarios de animales controles y el desarrollo de
estructuras quisticas con permanencia de mas de 10 dias en el grupo de animales con la
enfermedad inducida (Salvetti, 2010).

Las determinaciones hormonales y la caracterizaciéon morfologica de los ovarios
provenientes del modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior y

corroboraron lo descripto en la bibliografia (Salvetti, 2010).

4.2 Analisis de la expresion proteica de HSPs mediante inmunohistoquimica.
4.2.1 Expresion de HSPs en estructuras foliculares de ovarios obtenidos en playa
de faena.

La deteccidon por inmunohistoquimica de las diferentes HSPs fue llevada a cabo
conjuntamente con controles positivos y negativos sobre preparados de tejido ovarico
provenientes de muestras obtenidas en frigorifico. Mediante estos ensayos se evaluo la
expresion de dichas proteinas a lo largo de los distintos estadios del desarrollo folicular

ovarico y en estructuras quisticas de desarrollo espontaneo.

4.2.1.1 Hsp27

La inmunomarcacién citoplasmatica de Hsp27 fue significativamente mayor en
capas de la granulosa de quistes respecto a la observada en el resto de las categorias
foliculares; mientras que foliculos atrésicos mostraron los menores niveles de expresion
de esta proteina (p<0,05; Figuras 11, 15 y 16). Con respecto a la marcacion en teca, no
hubo diferencias significativas entre lo hallado en foliculos secundarios, terciarios y
quisticos, aunque, tal como ocurrid en células de la granulosa, fue significativamente
menor el area inmunohistoquimicamente marcada de foliculos atrésicos (p<0,05;

Figuras 12 — 14 y 16).
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Figura 15. Inmunomarcacion de la pared de un Figura 16. Inmunomarcacion de la pared de un
quiste folicular espontaneo con anti-Hsp27. Barra = foliculo atrésico con anti-Hsp27. Barra = 25 pm.
25 um

4.2.1.2 Hsp60

El patron de marcacion citoplasmatico-microsomal de Hsp60, permitid
comprobar que las células de la granulosa de quistes foliculares expresaron en mayor
proporcion esta proteina respecto al resto de las categorias foliculares (p<0,05; Figuras
17 y 21). No se encontraron diferencias significativas de expresion entre foliculos
primarios y secundarios, ni entre foliculos terciarios y atrésicos (Figuras 17, 19, 20 y
22). A su vez, en células de la teca, se encontr6 una distribucion similar de la proteina
al comparar las diferentes categorias foliculares entre si, ya que los quistes mostraron
los mayores niveles de Hsp60, y por otro lado, foliculos terciarios y atrésicos

nuevamente se inmunomarcaron en mayor medida que los secundarios (p<0,05; Figuras

18-22).
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Figura 19. Inmunomarcacion de la pared de un Figura 20. Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo secundario con anti-Hsp60. Barra = 25 pum. foliculo terciario con anti-Hsp60. Barra = 25 pum.

Figura 21. Inmunomarcacion de la pared de un Figura 22. Inmunomarcacion de la pared de un
quiste folicular espontaneo con anti-Hsp60. Barra = foliculo atrésico con anti-Hsp60. Barra =25 pm.
25 um
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4.2.1.3 Hsp70

La inmunodeteccion de Hsp70 permitid corroborar su expresion citoplasmatica y
nuclear, en las células ovaricas estudiadas.

En ovarios sanos, las mayores cantidades de esta proteina fueron detectadas en
células de la granulosa de foliculos terciarios y de quistes (p<0,05), mientras que
foliculos atrésicos mostraron niveles proteicos similares a los encontrados en foliculos
primarios y secundarios (Figura 23 y 25-28). En teca, por el contrario, la
inmunomarcacion para esta Hsp fue similar en foliculos terciarios y atrésicos y estos
niveles fueron significativamente superiores a los hallados en el resto de las estructuras
foliculares. En los quistes la expresion de Hsp70 fue significativamente superior a la

encontrada en foliculos secundarios (figuras 24, 25 y 27).
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Figura 25. Inmunomarcacion de la pared de un Figura 26. Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo secundario con anti-Hsp70. Barra = 25 foliculo terciario con anti-Hsp70. Barra = 25 pm.
pm.

R S =

Figura 27- Inmunoma’rcaci()n de lfi pared de un Figura 28. Inmunomarcacion de la pared de un
quiste folicular espontaneo con anti-Hsp70. Barra foliculo atrésico con anti-Hsp70. Barra = 25 pm.
=25 um.

4.2.1.4 Hsp90

Hsp90 fue inmunodetectada positivamente en todas las células ovaricas
estudiadas, tanto en el nicleo como en el citoplasma de las mismas.

Las células de la granulosa mostraron mayores cantidades de dicha proteina en
comparacion con las células de la teca. Se observd que el aumento de la expresion
proteica en células de la granulosa, fue acorde al avance de la foliculogénesis. En estas
capas celulares, los foliculos atrésicos mostraron niveles de marcacion similares a los
encontrados en foliculos secundarios y terciarios (p<0,05; Figuras 29, 31, 32 y 34). Los
quistes, por su lado, presentaron la mayor tincidén respecto al resto de las categorias

foliculares, tanto a nivel de la granulosa como de la teca (p<0,05; Figuras 29, 30 y 33).
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En el cuerpo luteo y células vasculares, la inmunomarcacién fue intensa,

mientras que el tejido intersticial y los cuerpos blancos mostraron expresion moderada

de esta proteina. Una débil expresion fue observada en células de la tunica albuginea.
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Figura 29. Area
inmunomarcada para la
proteina Hsp90 en la
granulosa de varios tipos
foliculares (FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios,
FT: Terciarios, FA:
Atrésicos, Q: Quisticos) de
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Figura 30. Area
inmunomarcada para la
proteina Hsp90 en la teca
interna de varios tipos
foliculares (FS: Foliculos
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Figura 31. Inmunomarcacién de la pared de un
foliculo secundario con anti-Hsp90. Barra =25 pum.

Figura 33. Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo quistico espontaneo, con anti-Hsp90. Barra
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Figura 32. Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo terciario con anti-Hsp90. Barra = 25 pum.

Figura 34. Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo atrésico, con anti-Hsp90. Barra = 25 um.

=25 um.

4.2.2 Expresion proteica de HSPs en las distintas categorias foliculares y quistes de
ovarios de animales con COD inducida.

Se realiz6 la inmunodeteccion proteica sobre preparados histologicos
provenientes de ovarios con quistes inducidos. Dichas muestras correspondieron al
grupo de animales del modelo experimental sometido al protocolo de induccién por
administracion de ACTH (Grupo I, n=6; ver seccion 3.1.2.1). Se evaluaron las
similitudes y diferencias en la expresion de HSPs entre los foliculos primarios,
secundarios, terciarios y quisticos de ovarios de animales con enfermedad quistica

inducida experimentalmente.

4.2.2.1 Hsp27
En el caso de la proteina de golpe térmico de 27 kDa, la marcacion en células de

la granulosa de foliculos en crecimiento obtenidos de ovarios con quistes inducidos, fue
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similar a la hallada en las estructuras quisticas alli desarrolladas (p<0,05; Figuras 35A,
36-39)

Por otro lado, la expresion de Hsp27 en células de la teca fue significativamente
superior en foliculos quisticos y terciarios respecto a los secundarios (preantrales). Estos

ultimos se inmunomarcaron significativamente en menor medida que los anteriores (p<
0,05; Figuras 35B y 37-39).
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Figura 35: Area inmunohistoquimicamente marcada para la proteina Hsp27 en granulosa (A) y teca (B)
de FP: Foliculos Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios y Q: Quistes, provenientes de ovarios con
enfermedad quistica inducida con ACTH (n=6; promedio+ DE). Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05).
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Figura 36. Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de la
pared de un foliculo primario, proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 pm.

Figura 37. Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de la
pared de un foliculo secundario, proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 um.
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Figura 38. Inmunomarcacmn con anti- Hsp27 de la
pared de un foliculo terciario, proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
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Figura 39. Inmunomarcacién con anti-Hsp27 de
la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =
25 pm.

25 pm.

4.2.2.2 Hsp60

El area inmunohistoquimicamente marcada de la granulosa con anti-Hsp60 fue
similar para todas las categorias foliculares evaluadas provenientes de ovarios con
enfermedad quistica inducida, incluyendo las estructuras quisticas (p<0,05; Figuras
40A, 41-44).

A nivel de células de la teca, la mayor inmunomarcacion fue observada en
foliculos terciarios (Figura 43); mientras que los quistes y las estructuras foliculares

secundarias (preantrales) evidenciaron niveles de marcacion similares entre si (p<0,05;

Figuras 40B, 42 y 44).
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Figura 40: Area inmunohistoquimicamente marcada para la proteina Hsp60 en granulosa (A) y teca
(B) de FP: Foliculos Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios y Q: Quistes, provenientes de ovarios
con enfermedad quistica inducida con ACTH (n=6; promedio* DE). Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 42. Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de la
la pared de un foliculo primario proveniente de un pared de un foliculo secundario proveniente de un

ovario con enfermedad quistica inducida. Barra = ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 pm. 25 um.
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Figura 43. Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de la
pared de un foliculo terciario proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =

Figura 44. Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de
la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =
25 pm.

25 pm.

4.2.2.3 Hsp70

El patrén de marcacion citoplasmatica y nuclear de Hsp70 fue claramente
observado en todas las categorias foliculares analizadas, tanto en células de la granulosa
como en células de la teca.

En capas de la granulosa, los mayores niveles proteicos de Hsp70 fueron
observados en los quistes inducidos respecto al resto de las categorias foliculares
evaluadas, excepto en relacion a los foliculos terciarios (p<0,05; Figuras 45A, 46-49).
No hubo diferencias significativas en cuanto a la expresion de esta proteina, entre las
estructuras foliculares en desarrollo (primarios, secundarios y terciarios) provenientes
de ovarios quisticos (p<0,05).

En células tecales se observo ese mismo perfil de expresion; donde los niveles

superiores de Hsp70 se detectaron en los quistes (Figura 45B). Nuevamente, estos
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ultimos no se diferenciaron de foliculos terciarios en cuanto a su marcacion pero fue

significativa la diferencia frente a los foliculos secundarios (Figuras 47 y 49).

A) Hsp70 B) Hsp70

D
T

ab
a ab
a +
a
10- _I_ ——
T T T T T T T
FP FS FT Q FS FT Q

Granulosa Teca

H
T

o

o

Area inmunomarcada (%)
N w B
o o o
| | |
Area inmunomarcada (%)
N w
9

Figura 45: Area inmunohistoquimicamente marcada para la proteina Hsp70 en granulosa (A) y teca
(B) de FP: Foliculos Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios y Q: Quistes, provenientes de ovarios
con enfermedad quistica inducida con ACTH (n=6; promedio=* DE). Diferentes letras indican

diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 46. Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la
pared de un foliculo primario proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 um.
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Figura 48. Inmunomarcacién con anti-Hsp70 de
la pared de un foliculo terciario proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 um.
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Figura 47. Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la
pared de un foliculo secundario proveniente de un

ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 um.
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Figura 49. Inmunomarcacioén con anti-Hsp70 de
la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =

25 pm.
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4.2.2.4 Hsp90

La inmunodeteccion de Hsp90 en células de la granulosa, permitié cuantificar
los mayores niveles de esta proteina en foliculos primarios de ovarios con quistes
inducidos, excepto en comparacion con los foliculos secundarios que mostraron la
misma marcacion (p<0,05; Figuras 51-54). El menor porcentaje de area inmunomarcada
fue observado en los quistes inducidos, aunque no fueron significativas las diferencias
entre éstos y los foliculos terciarios (Figuras 50A, 53 y 54).

Para el caso de células de la teca, los foliculos terciarios de animales con la
enfermedad, nuevamente mostraron niveles de Hsp90 similares a los hallados en

estructuras quisticas inducidas (Figuras 50B, 53 y 54).
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Figura 50: Area inmunohistoquimicamente marcada para la proteina Hsp90 en granulosa (A) y teca
(B) de FP: Foliculos Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios y Q: Quistes, provenientes de ovarios
con enfermedad quistica inducida con ACTH (n=6; promedio* DE). Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 51. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la Figura 52. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la
pared de un foliculo primario proveniente de un pared de un foliculo secundario proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra = ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
25 pm. 25 pm.
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Figura 53. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la
pared de un foliculo terciario proveniente de un
ovario con enfermedad quistica inducida. Barra =
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-

Figura 54. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de la
pared de un quiste inducido con ACTH. Barra = 25
um.

25 pm.

4.2.3 Comparacién de los niveles proteicos de HSPs entre muestras del modelo
experimental y muestras obtenidas en frigorifico.

Con el proposito de determinar similitudes y diferencias en cuanto a la expresion
de HSPs, entre la enfermedad inducida de manera experimental y la enfermedad de
desarrollo espontaneo, se contrastaron los hallazgos efectuados en muestras
provenientes del modelo experimental frente a los obtenidos a partir de material de
frigorifico.

En primer lugar se compararon los quistes inducidos experimentalmente
(provenientes del Grupo I del modelo) con cada una de las estructuras foliculares de
ovarios controles (provenientes del Grupo II). En segundo lugar, los quistes espontaneos
provenientes de material de frigorifico se contrastaron con cada categoria folicular
obtenida de ovarios sanos de la misma procedencia.

Finalmente y a partir de los datos recabados, fue posible contraponer las
variaciones observadas en el modelo experimental, con las halladas en muestras de

playa de faena.

4.2.3.1 Hsp27

La comparacion de las areas inmunomarcadas de la granulosa entre estructuras
foliculares de ovarios controles y quistes inducidos del modelo experimental, permitid
reconocer que la proteina Hsp27 se expresé significativamente en mayor medida en

foliculos primarios respecto a los quistes (p<0,05; Figuras 55, 59 y 62).
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En el caso de muestras de frigorifico, las estructuras foliculares en los primeros

estadios de desarrollo mostraron niveles proteicos de Hsp27 significativamente

inferiores a los observados en los quistes (p<0,05; Figura 56). Sin embargo, las

estructuras quisticas se inmunomarcaron de manera similar a los foliculos terciarios, tal

como ocurrid con muestras del modelo experimental (Figuras 63 y 64).
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Figura 55: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp27 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios del
grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i),
todos provenientes del modelo experimental
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Figura 56: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp27 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios de
ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes de frigorifico 63}
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).

Para el caso de las células de la teca, los niveles proteicos de Hsp27

inmunodetectados en quistes inducidos fueron significativamente superiores a los

hallados en foliculos secundarios y terciarios controles, del modelo experimental

(p<0,05; Figuras 57, 60-62).

En cambio no hubo diferencias significativas en la expresion de esta proteina en

células de la teca, al comparar los foliculos en crecimiento con los quistes espontaneos

obtenidos de muestras provenientes de frigorifico (Figuras 58, 63 y 64).
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Figura 57: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp27 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control
(¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos
provenientes del modelo experimental
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Figura 59: Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo  primario  control, del modelo
experimental, con anti-Hsp27. Barra = 25 pm.
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Figura 61: Inmunomarcacién de la pared de un
foliculo terciario del grupo control del modelo
experimental, con anti-Hsp27. Barra = 25 pm.
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Figura 58: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp27 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios sanos y
Q: Quistes espontaneos, todos provenientes de
frigorifico (f) (promedio* DE). * Diferencia
significativa con respecto a los quistes (p <
0,05).
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Figura 60: Inmunomarcacion de la pared de un
foliculo secundario del grupo control, del modelo
experimental, con anti-Hsp27. Barra =25 um.

Figura 62. Inmunomarcacién con anti-Hsp27 de
la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =
25 pm.
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Figura 63. Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de la
pared de un foliculo terciario de ovario sano
obtenido en frigorifico. Barra = 25 um.

4.2.3.2 Hsp60
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Figura 64. Inmunomarcacion con anti-Hsp27 de
la pared de un quiste espontaneo de ovario
obtenido en frigorifico. Barra = 25 um.

La inmunodeteccion de la proteina Hsp60 en células de la granulosa no

evidencid diferencias significativas al comparar cada estadio del desarrollo folicular

normal, con las estructuras quisticas, para el caso de muestras del modelo experimental

(p<0,05; Figuras 65, 69 y 70). Sin embargo al evaluar dicha proteina en foliculos de

ovarios obtenidos en frigorifico, se encontraron diferencias significativas para todos los

foliculos en crecimiento con respecto a los quistes espontaneos (p<0,05; Figuras 66, 71

y 72).
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Figura 65: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp60 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios del
grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i),
todos provenientes del modelo experimental
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Figura 66: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp60 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios de
ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes de frigorifico ®
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Los foliculos controles del modelo experimental evidenciaron en células de la
teca, niveles proteicos de Hsp60 similares a los encontrados en los quistes inducidos
(p<0,05; Figuras 67, 69 y 70). En contraste con ello, hubo notables diferencias entre
muestras de frigorifico, ya que la mayor tincion en células de la teca se observd en los
quistes espontaneos respecto al resto de las estructuras de la misma procedencia

(p<0,05; Figuras 68, 71 y 72).
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Figura 67: Area inmunomarcada para la Figura 68: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp60 en teca de FS: Foliculos proteina Hsp60 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control Secundarios, FT: Terciarios de ovarios
(¢) vy Q: Quistes inducidos (i), todos sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes del modelo experimental provenientes de frigorifico ®
(promedio £ DE). * Diferencia significativa (promedio * DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05). con respecto a los quistes (p < 0,05).

Figura 69. Inmunomarcacién con anti-Hsp60 de Figura 70. Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de
la pared de un foliculo terciario del grupo control, la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =
del modelo experimental. Barra =25 um. 25 um.
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e Figura 72. Inmunomarcacion con anti-Hsp60 de
la pared de un foliculo terciario de ovario obtenido la pared de un quiste espontaneo de ovario
en frigorifico. Barra =25 pum. obtenido en frigorifico. Barra =25 um.

4.2.3.3 Hsp70

Las estructuras foliculares provenientes de animales controles del modelo
experimental reflejaron niveles proteicos de Hsp70 similares a los hallados en quistes
inducidos, para el caso de células de la granulosa (Figuras 73, 77 y 78).

Por el contrario, los foliculos de ovarios sanos obtenidos en frigorifico,
evidenciaron diferencias significativas con respecto a los quistes espontaneos en cuanto
a la expresion proteica de Hsp70 en capas de la granulosa. Estas diferencias en la
inmunomarcacion se observaron en cada uno de los niveles estructurales al contrastarlos

con los quistes (p<0,05; Figuras 74, 79 y 80).
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Figura 73: Area inmunomarcada para la Figura 74: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp70 en granulosa de FP: Foliculos proteina Hsp70 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios del Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios de
grupo control (c) y Q: Quistes inducidos (i), ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
todos provenientes del modelo experimental provenientes de frigorifico ®
(promedio = DE). * Diferencia significativa (promedio = DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05). con respecto a los quistes (p < 0,05).
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No hubo diferencias significativas en cuanto a la inmunomarcacién de Hsp70 en
las capas celulares de la teca para ninguna categoria folicular de ovarios controles
respecto a los quistes inducidos del modelo (p<0,05; Figura 75).

Sin embargo, los foliculos terciarios de ovarios de frigorifico mostraron niveles
de Hsp70 significativamente superiores a los hallados en quistes espontaneos, en las

capas de la teca (Figuras 76, 79 y 80).
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Figura 75: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp70 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios del grupo control
(¢) vy Q: Quistes inducidos (i), todos
provenientes del modelo experimental
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).

Figura 76: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp70 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios de ovarios
sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes de frigorifico ®
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p< 0,05).

Figura 77. Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de
la pared de un foliculo terciario del grupo control,
del modelo experimental. Barra =25 um. pm.

Figura 78. Inmunomarcacién con anti-Hsp70 de la
pared de un quiste inducido con ACTH. Barra = 25
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Figura 79. Inmunomarcacion con anti-Hsp70 de la
pared de un foliculo terciario de ovario de frigorifico.
Barra =25 um.

Figura 80. Inmunomarcacién con anti-Hsp70 de
la pared de un quiste espontaneo, obtenido en
frigorifico. Barra =25 pm.

4.2.3.4 Hsp90

La inmunomarcacién de Hsp90 en células de la granulosa, permitio observar las
similitudes en los niveles de expresion entre estructuras foliculares de ovarios controles
y quistes inducidos del modelo experimental (p<0,05; Figuras 81, 85y 86).

A diferencia de ello, los foliculos provenientes de ovarios sanos obtenidos en
frigorifico mostraron diferencias notables en todos los casos con los quistes de la misma
procedencia (p<0,05). Se observo una tincion significativamente superior en células de

la granulosa de las estructuras quisticas en relacion al resto de los foliculos (Figuras 82,

87y 88).
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Figura 81: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp90 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios del
grupo control (¢) y Q: Quistes inducidos (i),
todos provenientes del modelo experimental
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Figura 82: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp90 en granulosa de FP: Foliculos
Primarios, FS: Secundarios, FT: Terciarios de
ovarios sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes de frigorifico ®
(promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Para las capas celulares de la teca, tampoco hubo diferencias significativas en
cuanto a los niveles inmunodetectados de Hsp90, entre foliculos de animales controles y
quistes de animales inducidos del modelo experimental (p<0,05; Figuras 83, 85 y 86).
Sin embargo, las muestras de frigorifico denotaron un comportamiento diferente, ya que
los quistes mostraron niveles significativamente superiores a los hallados en estructuras

foliculares secundarios (p<0,05; Figuras 84, 87 y 88).

Hsp90 Hsp90

< 404 < 604

S S

© _ ©

@ 30+ ES

ut o 404 *

: s —

c A c

=] 3 204

E 101 £

© ©

ot o

< 0 T T T < O T T T

FSc FTc Qi FSf FTf Qf
Teca Teca

Figura 83: Area inmunomarcada para la Figura 84: Area inmunomarcada para la
proteina Hsp90 en teca de FS: Foliculos proteina Hsp90 en teca de FS: Foliculos
Secundarios, FT: Terciarios del grupo Secundarios, FT: Terciarios de ovarios
control (¢) y Q: Quistes inducidos (i), todos sanos y Q: Quistes espontaneos, todos
provenientes del modelo experimental provenientes de frigorifico ®
(promedio £ DE). * Diferencia significativa (promedio £ DE). * Diferencia significativa
con respecto a los quistes (p < 0,05). con respecto a los quistes (p < 0,05).
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Figura 85. Inmunomarcacioén con anti-Hsp90 de Figura 86. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de
la pared de un foliculo terciario control, del la pared de un quiste inducido con ACTH. Barra =
modelo experimental. Barra = 25 pum. 25 um.
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Figura 87. Inmunomarcacién con anti-Hsp90 de Figura 88. Inmunomarcacion con anti-Hsp90 de

la pared de un foliculo secundario de ovario de la pared de un quiste espontaneo. Barra = 25 pm.
frigorifico. Barra = 25 pum.

4.3 Evaluacion de HSPs en pared folicular completa mediante Western Blot.

En estos ensayos se trabajo con la pared completa de los foliculos provenientes
de material de frigorifico, utilizando las muestras obtenidas segin se describi6 en la
seccion 3.1.3.

Se evaluaron en todos los casos, foliculos antrales pequefios (< Smm), foliculos
antrales grandes (> 10mm) y quistes espontdneos provenientes de material obtenido en
playa de faena.

La inmunomarcacion en membranas de nitrocelulosa permitid cuantificar en
forma relativa los niveles proteicos de cada Hsp respecto a los niveles de B-actina en

cada estructura folicular, normalizando los datos y pudiendo compararlos entre si.

4.3.1 Hsp27

El revelado de las membranas por quimioluminiscencia dio como resultado
bandas a la altura de los 27 kDa para el caso de la proteina de golpe térmico Hsp27, en
las tres categorias foliculares evaluadas (Figura 90). De la misma manera, en la mitad
superior de la membrana se realizé la inmunodeteccion de la proteina B-actina de 43
kDa, y los niveles cuantificados para esta ultima se emplearon para la normalizacion de
los correspondientes a Hsp27.

Los foliculos antrales grandes evidenciaron los mayores niveles de expresion de
Hsp27 respecto al resto de las estructuras estudiadas (p<0,05; Figura 89). Al mismo
tiempo, los quistes y los foliculos antrales pequefios no mostraron diferencias
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significativas entre si, en cuanto a los niveles de dicha proteina detectados en pared

folicular completa.
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4.3.2 Hsp60

Figura 89. Densidad Optica
Integrada relativa a -actina para
Hsp27, en la pared folicular
completa de varios tipos
foliculares (FP: Foliculos
antrales pequefios, FG: grandes,
Q: quisticos) provenientes de
material de frigorifico.
Diferentes letras indican
diferencias significativas

(promedio £ DE; p < 0,05).

Figura 90: Placa radiografica
representativa de un Western
Blot que muestra la expresion
de Hsp27 en la pared folicular
de foliculos antrales pequefios
(FP),grandes (FG), y quistes
(Q) provenientes de material
obtenido en frigorifico.

La inmunomarcaciéon de las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo anti-

Hsp60 mostré bandas especificas a la altura de los 60 kDa correspondientes a la

proteina en cuestion, en todas las estructuras foliculares evaluadas. La cuantificacion de

Hsp60 relativa a B-actina, demostrd que la primera se expresa mayormente en pared de

estructuras foliculares antrales normales, respecto a los quistes (p<0,05; Figuras 91 y

92).
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Figura 91. Densidad Optica
Integrada relativa a B-actina para
Hsp60, en la pared folicular
completa de varios tipos
foliculares (FP: Foliculos
antrales pequeiios, FG: grandes,
Q: quisticos) provenientes de
material de frigorifico.
Diferentes letras indican
diferencias significativas

(promedio * DE; p < 0,05).

Figura 92: Placa radiografica
representativa de un Western
Blot que muestra la expresion
de Hsp60 en la pared folicular
de foliculos antrales pequefios
(FP),grandes (FG), y quistes
(Q) provenientes de material
de frigorifico.

La cuantificacion relativa de la proteina de golpe térmico Hsp70 a partir del

inmunoblot, permitié comprobar que sus niveles estdn aumentados significativamente

en pared de estructuras quisticas en comparacion con el resto de los foliculos antrales en

crecimiento (p<0,05). Al mismo tiempo, hubo una marcada tendencia de aumento de su

expresion conforme avanzo la foliculogénesis (Figuras 93 y 94)

Figura 93. Densidad Optica
Integrada relativa a B-actina para
Hsp70, en la pared folicular
completa de varios tipos
foliculares (FP: Foliculos
antrales pequenos, FG: grandes,
Q: quisticos) provenientes de
material de frigorifico.
Diferentes letras indican
diferencias significativas

(promedio * DE; p < 0,05).
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Figura 94: Placa radiografica FP FG Q
representativa de un Western

Blot que muestra la expresion

de Hsp70 en la pared folicular Hsp70 — 70kDa

de foliculos antrales pequefios -
(FP),grandes (FQG), y quistes . =
(Q) provenientes de material B-Actina 43kDa

de frigorifico.

4.3.4 Hsp90

La inmunodeteccion de la proteina de golpe térmico Hsp90 sobre las
membranas de nitrocelulosa se realizd6 empleando un anticuerpo especifico. A partir de
las bandas reveladas en las placas radiograficas se observod que los niveles proteicos
estuvieron aumentados significativamente en la pared folicular de los quistes (Figuras
95 y 96), en comparacién con el resto de las estructuras; al mismo tiempo que foliculos

antrales pequefios y grandes no mostraron diferencias significativas entre si.

Hsp90
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Figura 95. Densidad Optica =
Integrada relativa a p-actina para 5 -1
Hsp90, en la pared folicular @ 0.8 a R
completa de varios tipos = ®© _ a
foliculares (FP: Foliculos -5 0.6 - -
antrales pequefios, FG: grandes, & L
Q: quisticos) provenientes de = 0.4 .
material de frigorifico. .§
Diferentes letras indican 'g 0.24
diferencias significativas 5 -
(promedio £ DE; p<0,05). 1
OC T 1 )
FP FG Q

Figura 96: Placa radiografica
representativa de un Western
Blot que muestra la expresion

de Hsp90 en la pared folicular Hsp90 90kDa
de foliculos antrales pequefios
(FP),grandes (FG), y quistes

(Q) provenientes de material B-Actina 43kDa
de frigorifico.
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4.4 Evaluacion de los niveles de ARNm de HSPs mediante RT-PCR.
4.4.1 Expresion de ARNm de HSPs en foliculos provenientes de ovarios obtenidos
en frigorifico.

Los ADNCc generados a partir de las muestras de los foliculos y empleados para
el estudio de la expresion de ARNm de las HSPs, evidenciaron la presencia de un solo
tipo de células de las que componen la pared de los foliculos. Es decir, la amplificacion
de CyP19al a partir de los ADNc provenientes de células de la granulosa y de CyP17al
de los ADNc provenientes de células de la teca, permitiéo la identificacion de las
muestras a utilizar y descartar aquellas que mostraron contaminacion (ver seccion
3.3.4).

Los niveles de ARNm de HSPs fueron evaluados en foliculos antrales pequefios
(< 5Smm), medianos (6 - 10mm), grandes (> 10mm) y quisticos provenientes de ovarios
obtenidos en frigorifico. La cantidad relativa de cada uno de ellos fue calculada en

relacion al producto de amplificacion obtenido del gen de expresion constitutiva

GAPDH.

4.4.1.1 Hspl0

Las Figuras 97A y 97B muestran respectivamente, la débil expresion de Hsp10
observada tanto en la granulosa como en células de la teca de quistes en relacion al resto
de las estructuras foliculares. Los mayores niveles de ARNm en granulosa fueron
encontrados en foliculos pequefios. En cambio en células de la tecas, los foliculos
medianos y grandes expresaron niveles similares, y éstos fueron superiores a los

encontrados en quistes (p<0,05).
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Figura 97. Niveles d¢ ARNm de Hspl0/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequeios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas

(promedio = DE).

4.4.1.2 Hsp27

La mayor cantidad relativa de transcriptos de Hsp27 en células de la granulosa
fue detectada en foliculos pequefios y medianos, en comparacion con el resto de las
estructuras foliculares analizados (p<0,05). No hubo diferencias significativas entre las
cantidades de ARNm cuantificados para quistes y foliculos antrales grandes, en dicho
estrato de células (Figura 98A).

Las células tecales de foliculos antrales medianos mostraron niveles
significativamente superiores de ARNm para Hsp27 a los hallados en las estructuras
foliculares restantes (p<0,05; Figura 98B). No hubo diferencias significativas entre
quistes, foliculos antrales pequefios y grandes, en cuanto a la expresion de dichos

transcriptos en esta capa de células.
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Figura 98. Niveles d¢ ARNm de Hsp27/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas

(promedio + DE).

4.4.1.3 Hsp40

Los quistes foliculares mostraron los menores niveles de expresion de ARNm
correspondientes a Hsp40, tanto en células de la granulosa como de la teca respecto al
resto de las estructuras foliculares estudiadas (p<0,05; Figuras 99A y 99B,
respectivamente).

Las cantidades relativas de transcriptos de Hsp40 tanto a nivel de la granulosa
como de la teca fueron similares entre las estructuras normales en desarrollo, no

registrandose diferencias significativas entre ellas (p<0,05).
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Figura 99. Niveles de ARNm de Hsp40/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequeios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas

(promedio * DE).

4.4.1.4 Hsp60

Para el caso de Hsp60, los mayores niveles de expresion de ARNm en capas de
la granulosa fueron observados en foliculos antrales medianos (Figura 100A) respecto al
resto de las estructuras evaluadas (p<0,05)

Por otra parte, en células tecales, los transcriptos correspondientes a Hsp60 se
encontraron significativamente elevados en estructuras quisticas respecto al resto de las
categorias foliculares estudiadas (p<0,05). Los niveles de expresion hallados en las
estructuras normales mostraron una tendencia a permanecer en cantidades constantes a

lo largo del desarrollo folicular (Figura 100B).
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Figura 100. Niveles de ARNm de Hsp60/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequeios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas
(promedio = DE).

4.4.1.5 Hsp70

En células de la granulosa la expresion de ARNm de Hsp70 fue
significativamente inferior en foliculos antrales grandes respecto al resto de las
estructuras estudiadas. Los foliculos antrales pequefos y medianos mostraron niveles
similares de estos transcriptos y significativamente superiores a los hallados en el resto
de las categorias foliculares. Por otro lado los quistes, se diferenciaron
significativamente de todos los foliculos normales, ya que evidenciaron niveles de
transcriptos intermedios a los hallados en foliculos antrales grandes y medianos
(p<0,05; Figura 101A).

Las células de la teca de estructuras foliculares normales, en todas sus
categorias, expresaron en mayor medida el ARNm correspondiente a Hsp70, que las
estructuras quisticas. En efecto, los quistes fueron los que evidenciaron una expresion

significativamente inferior en dicho estrato celular (p<0,05; Figura 101B).
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Figura 101. Niveles de ARNm de Hsp70/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequenos (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas
(promedio + DE)

4.4.1.6 Hsp90a

Los niveles de HSP90o transcriptos en células de la granulosa fueron
significativamente superiores en estructuras quisticas (p<0,05), excepto en relacion con
foliculos antrales pequefios (Figura 102A). Por otro lado, no hubo diferencias
significativas en cuanto a la expresion de mensajeros de Hsp90a en las estructuras
foliculares normales entre si (p<0,05).

En células tecales, en cambio, se registro un leve aumento de dichos transcriptos
en estructuras quisticas, pero esos niveles no fueron significativamente diferentes a los
encontrados en foliculos antrales medianos (p<0,05; Figura 102B). Asimismo, en esta
capa de células, los foliculos antrales pequefios y grandes, fueron los que evidenciaron

la menor cantidad relativa de ARNm de Hsp90a..
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Figura 102. Niveles de ARNm de Hsp90a/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequenos (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas
(promedio = DE).

4.4.1.7 Hsp90p

Las células de la granulosa de foliculos antrales grandes y de quistes expresaron
de manera significativamente inferior los ARNm de la proteina Hsp90f en relacion a las
demas estructuras (p<0,05; Figura 103A).

En células tecales, los niveles transcriptos de Hsp90B permanecieron constantes
conforme avanzd la foliculogénesis normal. Sin embargo, las estructuras quisticas

evidenciaron una expresion significativamente menor de dichos ARNm respecto a las

demas (p<0,05; Figura 103B).
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Figura 103. Niveles de ARNm de Hsp90B/GAPDH, en células de la granulosa (A) y de la teca (B) en
Foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) y quisticos (Q); todos provenientes
de ovarios de frigorifico. Las bandas debajo de cada barra corresponden a la visualizacion en gel de
agarosa al 2% de los amplificados para cada caso. Diferentes letras indican diferencias significativas
(promedio + DE)

4.5 Enfermedad quistica espontanea diagnosticada en animales en produccion de
establecimientos pecuarios.

La informacion recibida de varios productores de la zona a cerca de la existencia
de animales con COD, permiti6 que profesionales de nuestro grupo de trabajo realicen
la evaluacion de los signos y la confirmacion por ultrasonografia de la enfermedad.

De estos animales en produccion, se pudo conocer su condicion corporal, la
alimentacion que recibieron, el numero de pariciones y el estado reproductivo en el que
se encontraban, para su analisis posterior.

Las imagenes de dichas ecografias permitieron visualizar la presencia de las

estructuras quisticas ovaricas tal como se muestra en la Figura 104.
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Figura 104. Ultrasonografia de un ovario quistico de un animal
en produccion, con COD de desarrollo espontaneo. La
estructura quistica tiene un tamafio superior a 20 x 30mm.

4.5.1 Expresion de ARNm de HSPs en quistes espontaneos diagnosticados en
animales en produccién. .

A partir de las muestras obtenidas por aspiracion folicular, se obtuvieron las
células que forman parte de la pared folicular de los quistes y a partir de ellas se
evaluaron los niveles de expresion de ARNm de cada HSP en estudio.

Se trabajé con muestras de ADNc que provenian de ambos tipos celulares (teca
y granulosa), verificandose en ellas la expresion tanto de CyP19al como de CyP17al.
Por otro lado, también se emplearon muestras de ADNc en las que se comprob¢ la
expresion de uno solo de los genes mencionados, lo que indicé en esos casos, que
provenian so6lo de células de la granulosa o s6lo de células de la teca.

Los niveles de ARNm correspondientes a cada enzima (CyP17al y CyP19al)
fueron normalizados en relacion al gen de expresion constitutiva GAPDH en todos los
casos (Figuras 105y 106).

Los ADNc obtenidos a partir de los cuales no fue posible amplificar GAPDH no
fueron empleados para la evaluacion de la expresion de ARNm de HSPs, dada la

imposibilidad de normalizar los datos.
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Figura 105. Niveles de
ARNm de CyP17al/GAPDH
en poblaciones celulares
obtenidas por aspiracion
folicular de quistes ovaricos
de desarrollo espontaneo de
animales en produccion. Cada
barra representa un quiste en
estudio.
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Figura 106. Niveles de
ARNm de CyP19al/GAPDH
en poblaciones celulares
obtenidas por aspiracion
folicular de quistes ovaricos
de desarrollo espontaneo de
animales en produccion. Cada
barra representa un quiste en
estudio.
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Quiste folicular

Se lograron identificar 6 muestras de aspiracion folicular de quistes que
contenian sdlo células de la teca; una sola muestra con células de la granulosa y 7
muestras que presentaron ambas poblaciones celulares de las que integran la pared de
los quistes (teca + granulosa). A partir de ellas se procedi6 al estudio de la expresion de

los ARNm de cada Hsp.

4.5.1.1 Hsp10
Las muestras de quistes foliculares evaluadas permitieron detectar positivamente
los niveles de ARNm correspondientes a Hsp10 en cada una de ellas. Como se observa

en la Figura 107, las células de la teca mostraron una tendencia a expresar en menor

90



Velazquez, Melisa Maria del Lujan - 2012 -

4. RESULTADOS

medida dichos transcriptos que las células de la granulosa. Sin embargo, de todos los
quistes estudiados s6lo uno de ellos permitié obtener células de la granulosa en ausencia
de células de la teca, y en dicha muestra los niveles de ARNm para Hspl0 fueron
inferiores a los hallados en muestras donde coexistieron ambas poblaciones celulares

(teca + granulosa).

Hsp10

Bl Teca
Teca y Granulosa
@ Granulosa

Figura 107. Niveles de ARNm
de Hsp10/GAPDH en células de
la granulosa, en teca y en pared
completa (teca + granulosa) de
foliculos quisticos provenientes
de animales con COD
espontanea diagnosticada en
campo. Cada barra representa
0- — T un quiste en estudio.

Cantidad relativa de ARNm

Quiste folicular

4.5.1.2 Hsp27
Los niveles de ARNm correspondientes a Hsp27 fueron positivamente
detectados en todas las estructuras quisticas estudiadas asi como también fue posible
cuantificar relativamente su expresion en cada capa celular de la pared de los quistes.
Las muestras donde existieron ambas poblaciones celulares (teca + granulosa),
los niveles de ARNm para Hsp27 mostraron una tendencia a ser superiores a los

hallados en células de la teca e inferiores a los encontrados en capas de la granulosa

(Figura 108).
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4.5.1.3 Hsp40

Los transcriptos cuantificados de Hsp40 en las muestras obtenidas por aspiracion
folicular de quistes, permitieron correlacionar los valores obtenidos entre muestras con
poblaciones celulares mixtas (teca y granulosa) y aquellas que presentaron sélo un tipo
de estas células. La Figura 109 permite inferir que los niveles de ARNm de Hsp40
fueron similares en ambos estratos celulares analizados individualmente, y que la suma
entre ellos se correspondid aproximadamente con los niveles obtenidos en muestras de

pared completa de quistes (teca + granulosa).
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4.5.1.4 Hsp60

Las estructuras foliculares quisticas mostraron niveles transcriptos menores de
Hsp60 en capas de la teca respecto a los observados en células de la granulosa. Las
muestras de aspiracion folicular de quistes con poblaciones celulares mixtas (teca +
granulosa), evidenciaron cantidades de ARNm de Hsp60 similares a las encontradas en
células de la teca, mientras que la inica muestra con Unicamente células de la granulosa

mostro niveles del ARNm para Hsp60 superiores a todos las demas (Figura 110).
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Figura 110. Niveles de ARNm
de Hsp60/GAPDH en células de
la granulosa, en teca y en pared
completa (teca + granulosa) de
foliculos quisticos provenientes
de animales con COD
espontanea diagnosticada en
campo. Cada barra representa
un quiste en estudio.

Cantidad relativa de ARNm (UA)

Quiste folicular

4.5.1.5 Hsp70

Las muestras de aspiracion folicular que evidenciaron la presencia de ambos
tipos de células (teca + granulosa) mostraron los mayores niveles de ARNm
correspondientes a Hsp70.

El estudio de la expresion de dichos transcriptos en cada uno de los estratos
celulares por separado permitid observar que su expresion es aproximadamente similar

entre c€lulas de la teca y c€lulas de la granulosa (Figura 111).
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de Hsp70/GAPDH en células de
la granulosa, en teca y en pared
completa (teca + granulosa) de
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4.5.1.6 Hsp90a.

La cuantificacion de los mensajeros correspondientes a Hsp90a permitio
comprobar que los mismos tienden a expresarse en menor medida en teca que en
granulosa de quistes, ya que se not6 un leve aumento en capas de la granulosa respecto
a la anterior. No obstante el mayor nivel de dichos transcriptos fue observado en

aquellas muestras donde coexistieron ambos tipos celulares (Figura 112).
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Figura 112. Niveles de ARNm
de Hsp90o/GAPDH en células de
la granulosa, en teca y en pared
completa (teca + granulosa) de
foliculos quisticos provenientes
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estudio.
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4.5.1.7 Hsp90p

La evaluacion meramente descriptiva de los resultados obtenidos al cuantificar
los ARNm de Hsp90B, permitié inferir que los niveles encontrados en células de la
granulosa de quistes parecen ser superiores a los hallados en capas de células tecales, asi
como las poblaciones celulares mixtas mostraron un leve aumento de la expresion

respecto a la observada en teca (Figura 113).
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Figura 113. Niveles de ARNm
de Hsp90B/GAPDH en células de
la granulosa, en teca y en pared
completa (teca + granulosa) de
foliculos quisticos provenientes
de animales con COD espontanea
diagnosticada en campo. Cada
barra representa un quiste en
estudio.
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5. DISCUSION
5.1 Expresion de HSPs en la foliculogénesis normal y en animales con COD
esponténea e inducida.

Los organismos vivos, han desarrollado una variedad de estrategias para reparar
los dafios y/o eliminar los componentes dafiados de sus sistemas. La respuesta a altas
temperaturas y a condiciones de estrés, es parte de la contrapartida celular para
mantener la homeostasis en esas condiciones adversas. De lo contrario, pueden ocurrir
defectos en la sintesis y estructura proteica, reorganizacion del citoesqueleto, cambios
en el metabolismo, proliferacion celular, y modificaciones en la fluidez de la membrana
celular (Sonna y col., 2002; Arya y col., 2007).

Se ha demostrado que las altas temperaturas pueden afectar los procesos
reproductivos a través de alteraciones en la proliferacion y la apoptosis de células
ovaricas, asi como también inducir la hipersecrecion de hormonas esteroideas desde esta
glandula. Ensayos realizados en cultivos de células ovaricas, demostraron la capacidad
de las hormonas foliculo estimulante (FSH), leptina e IGF-I de contrarrestar los efectos
inducidos por el estrés térmico en cuanto a la apoptosis, la proliferacion y la actividad
secretoria celular (Sirotkin, 2010). En este contexto, se podria inferir que las HSPs
formarian parte de la respuesta funcional a hormonas y neurotransmisores inducidos por
el estrés. En efecto, existen reportes que indican que controlan las funciones hormonales
y viceversa (Driancourt y col., 1999; Jayachandran y Miller, 2002; Bombardier y col.,
2009). Diversos autores han llevado a cabo estudios con el fin de conocer el vinculo
entre la expresion de HSPs en el ovario y su participacion en la regulacion de la
actividad reproductiva de individuos sometidos a estrés (Guzeloglu y col., 2001;
Maniwa y col., 2005; Velazquez y col., 2010; Sirotkin y Bauer, 2011).

En el presente estudio, se evaluo la expresion de diferentes HSPs en el ovario
bovino normal asi como su significancia en la enfermedad quistica ovarica.
Considerando que la COD generalmente se desarrolla en condiciones de estrés de los
animales, las HSPs podrian ser elementos claves en la activacion de las vias de
respuesta al estrés en las que estan involucradas.

En cuanto a las variaciones de los niveles de ARNm de HsplO durante la
foliculogénesis normal, los resultados de este trabajo se condicen con los hallados por

Fan y col. (2009) en foliculos de humanos y de raton cultivados in vitro. Ellos
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reportaron que esta proteina se expresa notablemente en todas las células que componen
los foliculos antrales de dichas especies, a diferencia de lo que ocurre en los estadios
preantrales donde se la detectd so6lo en ovocito. Para el caso del bovino, los hallazgos
efectuados en foliculos antrales pequefios, medianos y grandes en relacion a los ARNm
de Hsp10, confirmaron lo observado por estos autores.

Trabajos previos han demostrado que el rol de esta chaperona se extiende mas
alld de su colaboracion con Hsp60 en el plegamiento de otras proteinas (Summers y
col., 1998; Capello y col.,, 2004). Mas atn, se le ha adjudicado una importante
contribucion en la sintesis de colageno (Black y col., 2000) debido al aumento
significativo en la produccion del mismo por parte de osteoblastos cuando son tratados
con HsplO (Mansell y col.,, 2002). Recientemente, ensayos realizados con ratones
knock-out para esta proteina, demostraron que estd implicada en la inhibicion de la
apoptosis de células de la granulosa, cuando es inducida experimentalmente in vitro con
cisplatino (Ling y col., 2011). Teniendo en cuenta estos reportes, y que los resultados de
este estudio mostraron los mayores niveles de transcripto en estructuras foliculares
normales respecto a los quistes, se podria inferir que HsplO estaria implicada en el
sustento del desarrollo folicular normal y la supervivencia de los foliculos en
crecimiento.

En cuanto a su participacion en la enfermedad, los menores niveles de ARNm
de Hspl0 se hallaron en capas de la granulosa y en células de la teca de foliculos
quisticos espontaneos, respecto al resto de las categorias foliculares analizadas. Al
respecto, Ma y col. (2007) reportaron bajos niveles de dicha proteina en todos los tipos
de células que integran los foliculos de mujeres con sindrome ovarico poliquistico
(PCOS), respecto a la expresion detectada en ovarios normales.

Estudios previos han confirmado que los quistes foliculares en bovinos
presentan bajos indices de apoptosis (Isobe y Yoshimura, 2000a; Salvetti y col., 2010).
Los bajos niveles de ARNm de Hspl0 encontrados en los quistes, hacen pensar que
esta proteina no participaria de manera relevante en la inhibicion de la apoptosis celular
en ovarios con esta enfermedad, sino que dichos eventos estarian supeditados al
accionar de otros factores antiapoptoticos mayormente decisivos en la cascada de
sefalizacion, como son los de la familia Bcl-2, u otras proteinas de respuesta al estrés

como Hsp27 o Hsp70 (Cascales Angosto, 2003; Beere, 2005, Salvetti y col., 2010).
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Las funciones de Hsp27 han sido abordadas por diferentes autores y se refieren a
su interaccion con receptores esteroides y especialmente a la proteccion de las células
contra la muerte celular programada (Ciocca y col., 1993; Morimoto, 1998; Garrido y
col., 2001; Beere, 2005; Rayner y col., 2010). En el presente trabajo se observo mayor
inmunomarcacion en células de la granulosa de quistes espontaneos respecto a todas las
demds categorias foliculares evaluadas provenientes de muestras obtenidas en
frigorifico. En base a estos resultados y sabiendo que la alteraciéon del balance
proliferacion/apoptosis esta asociada a la ocurrencia de quistes foliculares (Isobe y
Yoshimura, 2007; Ortega y col., 2008; Salvetti y col., 2010), podria entenderse esta
expresion aumentada de Hsp27 en quistes, como un posible mecanismo para la
inhibicion de la apoptosis celular, lo que permitiria la persistencia en el tiempo de
dichas estructuras. La participacion de Hsp27 a diferentes niveles de la cascada de
sefalizacion apoptotica, fue ampliamente descripta por Beere (2005) y se relaciona
principalmente con su capacidad para impedir la translocacion del factor Bid a la
mitocondria y la consecuente liberacion de citocromo ¢ desde esta organela.

La inmunodeteccion de la proteina en muestras del modelo experimental, mostro
que existen cantidades similares de Hsp27 en granulosa de quistes inducidos a las
encontradas en estructuras foliculares en desarrollo, provenientes de los mismos ovarios
quisticos. Esta similitud también se observo a nivel de la teca, entre los quistes y los
foliculos antrales. Posiblemente, los cambios en la funcionalidad ovarica y el
desbalance entre los eventos de proliferacion/apoptosis que ocurren durante la
enfermedad quistica de bovinos (Isobe y Yoshimura, 2007; Salvetti y col., 2010),
ejerzan efectos en todos los estadios de la foliculogénesis en el ovario que desarrolla la
enfermedad bajo los efectos de la ACTH. Esta podria ser la razon por la que los quistes
y las estructuras en desarrollo de los mismos ovarios, presentaron niveles similares de la
proteina de 27 kDa, comprometida en los mecanismos de muerte celular programada.

Se observo claramente que las variaciones en la expresion de Hsp27 en muestras
provenientes del modelo experimental, no reprodujeron en su totalidad lo que ocurrié en
muestras obtenidas en frigorifico. Al respecto, tal como mencionaron previamente otros
autores (Calder y col.,, 2001; Vanholder y col.,, 2006), existen variables que se
desconocen acerca de los animales que desarrollaron COD de manera espontanea, tales

como su balance energético, la aplicacion de tratamientos hormonales previos,
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trastornos en la alimentacion, situaciones de estrés y otras variables ambientales a las
que pudieron estar sometidos previamente a ser sacrificados.

Por otro lado, el estudio de la expresion de ARNm de Hsp27 en capas de la
granulosa, permitid verificar que los quistes espontaneos mantuvieron los niveles
iguales a los foliculos antrales grandes de ovarios sanos obtenidos en frigorifico. Sin
embargo dichos valores fueron significativamente inferiores a los hallados en foliculos
antrales medianos y pequefos. En células de la teca, en cambio, un incremento
significativo en la expresion de Hsp27 fue detectado en foliculos antrales medianos,
respecto al resto de las categorias estructurales analizadas.

Los resultados obtenidos mediante técnicas de WB, donde se analiz6 la pared
folicular completa, s6lo son comparables con los valores proteicos cuantificados
mediante THQ para foliculos terciarios (antrales), ya que debido a su tamafio
macroscOpicamente observable, son los tnicos que pueden ser extraidos del ovario para
su analisis. En efecto, estas estructuras foliculares obtenidas del ovario, fueron
clasificadas en foliculos antrales pequefios y grandes de acuerdo a su dependencia a las
gonadotrofinas (Ginther y col., 2001) para las técnicas de WB. Los foliculos antrales
pequetios mostraron valores similares a los de los quistes, tal como ocurrié al analizar
las capas de la teca por IHQ. Si bien en las capas de la granulosa no se observé lo
mismo, estas diferencias pueden deberse a que, el escaso numero de células de la
granulosa presente en los quistes pueden ser claramente identificadas en las técnicas
microscopicas mientras que por WB se pierde esa posibilidad de saber con qué
poblacion celular se cuenta de cada estrato (Braw-Tal y Yossefi, 1997).

Los niveles de ARNm correspondientes a la proteina de golpe térmico de 40 kDa
mostraron una expresion significativamente disminuida en los quistes respecto al resto
de las categorias foliculares evaluadas. No existen reportes hasta el momento referidos a
la implicancia de Hsp40 en trastornos anovulatorios en bovinos como la enfermedad
quistica ovarica. Sin embargo, ha sido descripta su participacion en la PCOS en
humanos, donde su expresion estuvo disminuida en ovarios de mujeres con la
enfermedad (Jones y col., 2011).

Se ha reportado en estudios previos que Hsp40 esta involucrada, en cooperacion
con Hsp70, en la inhibicion de la translocacion de Bax a la mitocondria, inhibiendo de

esta manera la consecuente sefializacion hacia la muerte de la célula (Gotoh y col.,
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2004). Beere (2004) reforzo estas observaciones y afirmé que, si bien las HSPs pueden
funcionar de manera independiente, la interaccion cooperativa con sus respectivas co-
chaperonas probablemente haria mas eficiente su actividad. En este sentido se pudo
observar que hubo una correlacion entre la baja expresion de ARNm de Hsp40 en
foliculos quisticos en este trabajo y los bajos niveles de ARNm para Hsp70 hallados
también en dichas estructuras, lo que indicaria una posible correspondencia entre los
transcriptos de ambas proteinas (Velazquez y col., 2011).

En cuanto a la especie bovina, un trabajo reciente de Tang y col. (2010) estuvo
enfocado al estudio de Hsp40 en la encefalopatia espongiforme bovina y su
participacion en la patogenia de la misma. Ellos pudieron confirmar que Hsp40 y
Hsp70 son genes que se sobreexpresan de manera conjunta en respuesta al estrés que
sufre la célula en tales condiciones, lo que se condice con la similitud encontrada entre
sus ARNm en el presente estudio.

En el contexto de la reproduccion, HSP60, HSP70 y HSP90 son las familias mas
importantes. Dentro de ellas, Hsp60 es expresada de manera constitutiva, asi como
también inducida bajo condiciones de estrés (Neuer y col.,, 2000). Respecto a su
desempefio como chaperona, actuia conjuntamente con HsplO en el interior de la
mitocondria, asistiendo en el correcto plegamiento de otras proteinas (Garrido y col.,
2001). Algunos autores han descripto su presencia a nivel de la superficie celular
(Soltys y Gupta, 1997) asi como también otras localizaciones extracelulares tales como:
liquido folicular de pacientes que recibieron fertilizacion in vitro (Neuer y col., 1997);
fluido peritoneal de mujeres con endometriosis (Kligman y col.,, 1996) y sangre
periférica (Capello y col., 2008).

En el presente trabajo se encontrd la mayor inmunomarcacion de Hsp60 en
quistes espontaneos respecto al resto de las categorias foliculares provenientes de
muestras obtenidas en frigorifico, tanto en capas de la granulosa como de la teca. Son
escasos los reportes acerca de la participacion de esta proteina en la foliculogénesis
normal; sin embargo estudios realizados en ovarios prepuberales de ratas, mostraron
intensa marcacion con anti-Hsp60 de los ovocitos de foliculos primordiales y foliculos
antrales en crecimiento (Paranko y col.,, 1996). Esto permiti6 demostrar que estas
células activas estan provistas de elementos claves, necesarios para el correcto

plegamiento e importacion de proteinas mitocondriales, dentro de los cuales podria
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incluirse Hsp60 (Paranko y col., 1996). Ademads, en ese mismo trabajo, los autores
encontraron que las células tecales de foliculos preovulatorios y células del cuerpo luteo
se marcaron mas intensamente que el resto de las estructuras analizadas.

En el presente estudio, la inmunodeteccion de Hsp60 en muestras del modelo
experimental permiti6é corroborar que en células de la granulosa la expresion proteica se
mantuvo constante a lo largo del desarrollo de los foliculos en ovarios quisticos, y €sos
niveles fueron similares a los hallados en los quistes inducidos. Sin embargo en la capa
de células de la teca, esta proteina se marco significativamente de manera mas intensa
en los foliculos terciarios, respecto a foliculos secundarios y quisticos de ovarios con
enfermedad inducida.

Por otro lado, se detectd que los foliculos en crecimiento de ovarios de animales
controles del modelo experimental se inmunomarcaron con la misma intensidad que los
quistes inducidos, tanto en teca como en granulosa. Estos resultados, tomados de
manera conjunta con los anteriores, nos permiten inferir que la foliculogénesis estaria
regulada y presentaria caracteristicas similares en cuanto a la expresion de Hsp60 en
ovarios de animales controles y en ovarios con enfermedad quistica inducida, al menos
en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo, se observaron diferencias al
comparar estos resultados con los obtenidos a partir de muestras recolectadas en
frigorifico. En efecto, el escaso conocimiento sobre el tiempo de persistencia de la
estructura quistica en los animales destinados a faena y de otras variables que podrian
estar involucradas en la manifestacion de la enfermedad, aumentan la probabilidad de
encontrar disparidades entre lo que ocurre en quistes inducidos y espontaneos de esta
procedencia. Probablemente por ello las diferencias en cuanto a la expresion de Hsp60
que fueron notables entre estructuras foliculares normales y quisticas en muestras
obtenidas en frigorifico, no se reprodujeron al estudiar el modelo experimental.

Aunque mediante WB no se observaron los mismos niveles de expresion para
Hsp60 que los cuantificados por IHQ, las diferencias se podrian explicar teniendo en
cuenta que en esta ultima técnica se evallian separadamente los cambios dentro de cada
capa de células de la pared folicular; mientras que en los ensayos de WB se trabaja con
pared completa, lo que puede estar enmascarando algunas diferencias entre las
categorias foliculares (Veldzquez y col., 2010). Ademds, debe sumarse que al

homogeneizar los tejidos para las técnicas de WB, las proporciones relativas de cada
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componente tisular, asi como su solubilidad y la influencia de las proteinas
extracelulares no son las mismas en teca y granulosa, tal como se menciono
anteriormente.

El andlisis de la expresion de ARNm de Hsp60, evidencié los niveles mas
elevados en células de la granulosa de foliculos medianos respecto al resto de las
categorias foliculares y quistes, de ovarios obtenidos en frigorifico. En cambio, en
células tecales, los niveles fueron superiores en foliculos terciarios y quisticos
(Velazquez y col., 2011). Estos resultados se condicen con la deteccion de esta proteina
realizada por inmunohistoquimica en células de la teca, donde la mayor marcacién se
visualiz6 también en los quistes (Veldzquez y col., 2010).

Las funciones principales de Hsp60, estan relacionadas con la estabilizacion de
receptores de esteroides (Edwards y col., 1992; Smith y Toft, 1993; Shan y col., 2003),
con la fertilidad (Werner y col., 1997; Neuer y col., 1997) y en los ultimos afios se ha
reconocido su accionar en el mantenimiento de la homeostasis, dada su capacidad de
conectar los componentes del sistema inmune (Quintana y Cohen, 2011). En este
sentido, sabiendo que la ovulacion se caracteriza por la manifestacion tipica de una
reaccion inflamatoria (Espey, 1994), las proteinas de golpe térmico mitocondriales y
nucleares como Hsp60 y Hsp90 (Ohsako y col., 1995; Paranko y col., 1996) podrian
desempefiar importantes funciones en el mantenimiento de la actividad metabdlica y la
supervivencia de los ovocitos durante los estadios de desarrollo folicular. En efecto, la
expresion aumentada de ARNm de Hsp60 observada en granulosa de foliculos
medianos podria estar en relacion con dicha capacidad de Hsp60.

La mayor inmunomarcaciéon de Hsp70 se encontrd en células de la granulosa de
quistes, observandose en los estadios de desarrollo folicular normal un claro aumento de
la misma conforme avanzé la foliculogénesis, en el caso de muestras obtenidas en
frigorifico. También se pudo corroborar por WB este aumento de expresion en pared
folicular completa de dichas estructuras. En relacion con estos reportes, Maniwa y col.
(2005) encontraron altos niveles de Hsp70 en liquido folicular de quistes bovinos. Ellos
reconocieron que aunque no esta completamente dilucidada cudl es la asociacion entre
las condiciones de estrés y el aumento de esta proteina en liquido folicular de quistes, la
sobreexpresion de la misma provocd una disminucidon de la apoptosis celular en teca

interna de estas estructuras. Sin embargo, los quistes espontaneos estudiados en el
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presente trabajo evidenciaron niveles intermedios de Hsp70 a nivel de la teca, en
relacion al resto de las estructuras foliculares evaluadas (Veldzquez y col., 2010).

Otros trabajos han confirmado que Hsp70 estd intensamente expresada en
células de la granulosa cultivadas in vitro de foliculos ovaricos humanos (Benifla y
col., 2002); en ovocitos y células del camulo ovigero de bovinos (Edwards y Hansen,
1997) y en células de la granulosa de foliculos de ratas (Yoon y col., 2002). Ademas,
trabajos realizados previamente demostraron que Hsp70 se expresa de manera
aumentada en quistes de ratas con enfermedad inducida por exposicion a luz
permanente respecto a los niveles hallados en el grupo control de dicho ensayo (Salvetti
y col., 2009). Estos resultados se correlacionaron con los observados en bovinos en el
presente estudio, para el caso de células de la granulosa (Velazquez y col., 2010).

La capacidad para inhibir la apoptosis ha sido ampliamente reconocida como
una de las funciones mas importantes de Hsp70 (Beere, 2005). Conjuntamente con
Hsp27, pueden bloquear o neutralizar interacciones de factores proapoptoticos
impidiendo que se complete el mecanismo de sefalizacion que lleva a la muerte celular
programada (Garrido y col., 2003). En este sentido, si bien la modulacion de la
apoptosis via Hsp70 es a nivel del factor proapoptoético Bid, su accionar indirectamente
estaria impidiendo la activacion de caspasa 3, hacia el final de la cascada de
sefializacion (Gabai y col., 2002). Al respecto, reportes recientes mostraron que existen
bajos niveles de caspasa 3 en foliculos quisticos de vacas con COD respecto a foliculos
atrésicos (Salvetti y col., 2010). Estos resultados tomados en conjunto, indican que
podria existir en bovinos una asociacion entre los altos niveles proteicos de Hsp70 en
estructuras quisticas y los bajos indices de apoptosis celular encontrados en ellas como
consecuencia del impedimento de la activacion de caspasa 3.

Otras funciones descriptas para Hsp70 estan en relacion con su actividad como
chaperona, ya que participa en el ensamblaje y trafico de receptores de esteroides asi
como en la esteroidogénesis (Khanna y col., 1995; Liu y Stocco, 1997; Pratt y Toft,
1997). Hurd y col. (2000) han reportado que Hsp70 se une al receptor nuclear de
estrogeno o (REa), actuando como coactivador y modulando su actividad en células
tumorales de glandula mamaria. Por otro lado, estudios realizados en lineas celulares de
endometrio humano han evidenciado la regulacion ejercida por los estrogenos a la que

estan sometidos Hsp70 y el factor involucrado en su transcripcion (Tang y col., 1995).
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Asimismo en un trabajo realizado en oviducto de rata, se demostré que el porcentaje de
células que expresaban Hsp70 tendi6 a disminuir durante el estro y a aumentar durante
el diestro. A su vez, estos cambios se correspondieron con las variaciones observadas en
dicho tejido para la expresion del REa (Mariani y col. 2000). Los reportes en bovinos
en cuanto a la expresion de REa demostraron que los foliculos quisticos espontaneos
presentaron una elevacion considerable de los niveles del mismo en ambas capas
foliculares, en relacion a las demas categorias estudiadas (Salvetti y col., 2007). Esto
permitiria suponer que la cantidad relativa de Hsp70 encontrada en estas estructuras en
el presente estudio, estaria en relacion con su participacion en la modulacion de la
actividad de dichos receptores.

Asimismo, varios inhibidores de la sintesis de progesterona inducida por la LH y
agentes luteoliticos estimulan la expresion de Hsp70. Esto refuerza la teoria de la
participacion de esta proteina como mediadora en la inhibicion de la esteroideogénesis
(Khanna y col., 1995). En este sentido, se han realizado estudios en ovario de rata
normal y con COD inducida donde se observd que foliculos atrésicos y quisticos
presentaban bajos indices de proliferacion y altos niveles de expresion de la Hsp70. Al
mismo tiempo, fueron detectados niveles elevados de esta proteina en foliculos
quisticos cuando los niveles de expresion de REP y receptores de progesterona (RP)
fueron bajos. De esta manera, dado que la proliferacion celular en los foliculos en
crecimiento seria una de las principales respuestas a esteroides, se podria suponer que la
Hsp70 actuaria inhibiendo estos efectos (Salvetti y col., 2009).

Con respecto a los resultados obtenidos a partir del modelo experimental, se
pudo observar que los foliculos provenientes de animales del grupo control se
inmunomarcaron de manera similar a los quistes inducidos, no habiendo diferencias
significativas con respecto a los ltimos, ni a nivel de la teca ni de la granulosa. Sin
embargo, el andlisis de la expresion proteica de Hsp70 dentro del grupo de animales
inducidos tanto en capas de la granulosa como de la teca, mostrd que los niveles estan
aumentados en las estructuras quisticas respecto al resto de las categorias foliculares
provenientes de esos mismos ovarios con COD. Estos resultados se correlacionaron con
los descriptos previamente para muestras obtenidas en frigorifico.

La menor cantidad relativa de ARNm de Hsp70 se encontré en foliculos
quisticos respecto al resto de las categorias foliculares, en células de la teca. En este
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sentido varios autores han reportado que los mecanismos regulatorios de Hsp70
muestran una aparente discordancia entre transcripcion y traduccion. Es decir, la
activacion trascripcional de los genes de Hsp70 es independiente de la sintesis proteica
(Wu y col., 1986; Hensold y col., 1990; Bruce y col., 1993). A esto se deben
probablemente las diferencias entre los niveles proteicos y los de ARN mensajeros
observados en dichas estructuras.

La inmunomarcaciéon para la proteina Hsp90 en muestras provenientes de
frigorifico, mostr6 una distribucién similar a la observada para Hsp70 en muestras de la
misma procedencia. Los quistes espontaneos fueron las estructuras que mayormente
expresaron esta proteina, tanto a nivel de la granulosa como de la teca. El rol de esta
proteina como potencial reguladora de la expresion génica, ha sido reconocido en
funcién de su capacidad de asociarse con receptores de hormonas esteroides cuando
¢éstos se encuentran libres de su ligando, evitando su union al ADN (Beato, 1989; Tsai y
Steinberger, 1982; Smith, 1993; Pratt y Toft, 1997). Para tal funcién, Hsp90 parece
formar un heterocomplejo con otras proteinas y cochaperonas, tales como Hsp70, Hop
(Proteina organizadora de HSPs), Hsp40 y p23 (Pratt y Toft, 2003). En este sentido, la
correlacion encontrada entre los niveles proteicos de Hsp70 y Hsp90 podria explicarse
teniendo en cuenta dicha funcidn ejercida de manera conjunta en la estabilizacion de los
receptores. Al respecto, estudios realizados in vitro estuvieron enfocados en evaluar
cudl era el efecto de la administracion de agentes capaces de unirse a Hsp90, sobre la
funcionalidad del receptor de estrogenos en células tumorales de mama T47D. En ese
trabajo, los autores observaron que la presencia de drogas como Geldamicina y
Radicicol producia la desestabilizacion de dichos receptores (en su estado no unido a
ligando) llevando a una marcada deplecion de sus niveles en el tiempo, lo cual impedia
su interaccion a nivel del ADN (Bagatell y col., 2001).

Para el caso de muestras provenientes del modelo experimental, no hubo
diferencias entre foliculos de ovarios controles y foliculos quisticos de animales
inducidos en cuanto a la expresion de Hsp90. Sin embargo, al comparar estructuras
foliculares todas provenientes de ovarios con COD inducida se pudieron identificar en
granulosa niveles similares en quistes y foliculos terciarios (antrales). Estos fueron
inferiores a los encontrados en estructuras preantrales. Al respecto, es importante

destacar que en trabajos previos se ha reportado que Hsp90 puede ser expresada de
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manera constitutiva en células somadticas y germinales del ovario (Curci y col., 1991;
Ben-Ze’ev y Amsterdam, 1989; Guzeloglu y col., 2001) asi como también puede ser
encontrada en el liquido folicular de bovinos (Driancourt y col., 1999). Asimismo,
Ohsako y col. (1995) a partir de un trabajo realizado en roedores, demostraron que
durante el desarrollo folicular, la inmunodeteccion de Hsp90 fue notable tanto en
ovogonias como en ovocitos de ratas prepuberales.

Los resultados referidos a la expresion de transcriptos correspondientes a las dos
isoformas de Hsp90 (o y B) mostraron una baja expresion de los ARNm de Hsp90p en
quistes foliculares provenientes de frigorifico y un aumento notable de la cantidad de
los correspondientes a Hsp90a.. En concordancia con estos resultados, en un trabajo
previo se encontraron bajos niveles de RE en dichas estructuras (Salvetti y col., 2010),
razon por la cual podria suponerse que los efectos hormonales estarian supeditados a la
presencia de dicha isoforma para la estabilizacion del receptor correspondiente. Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Powell y col. (2010) quienes demostraron la
implicancia critica de Hsp90 en la actividad transcripcional de los homodimeros de
RER. Asimismo, el aumento de ARNm de Hsp90 detectado en los quistes espontaneos,
se correspondié con los niveles proteicos detectados por IHQ en dichas estructuras y
con los resultados obtenidos por WB. También se correlaciond la expresion tanto
proteica como transcripcional de Hsp90a obtenidas en el presente estudio, con los
reportes anteriormente mencionados en relacion a REa, los que evidenciaron también
niveles aumentados en quistes de bovinos con enfermedad espontanea (Salvetti y col.,
2007, 2010). En funcion de esto y sabiendo que la proliferacion de los foliculos en
crecimiento en proestro es dependiente de hormonas esteroideas sexuales, se podria
pensar que la falta de cantidades apropiadas de dichos receptores estaria en relacion a la
falta de regulacion por parte de proteinas asociadas, tales como Hsp90 y Hsp70,
requeridas para su funcionalidad (Bagchi y col., 1991; Pratt y Toft, 1997; Powel y col.,
2010). Tales circunstancias podrian interrumpir o desregular la foliculogénesis normal
llevando a alteraciones reproductivas tales como persistencia folicular y COD (Taft y

col., 1996; Pettersson y col., 1997; Lingenfelter y col., 2007).

5.2 Expresion de transcriptos de HSPs en quistes espontaneos diagnosticados en

animales de produccion.
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La posibilidad de contar con muestras provenientes de animales de
establecimientos pecuarios con diagnostico de COD de desarrollo espontdneo permitio
recabar datos referentes a la historia clinica de estos animales, como por ejemplo la
alimentacion que recibieron, medidas de manejo, nimero de pariciones, tratamientos
previos, persistencia de la/s estructura/s anovulatoria/s y estado energético; antes de
proceder al estudio de la enfermedad quistica. Esta informacién es de gran importancia
al momento de establecer asociaciones entre la actividad reproductiva de los animales y
los trastornos anovulatorios y permitiria esclarecer aspectos relacionados a su patogenia.
Nuevos estudios estan siendo encaminados en este sentido.

En el presente trabajo se analizaron de manera descriptiva muestras obtenidas
por aspiracion folicular provenientes de quistes espontaneos diagnosticados en distintos
establecimientos de la zona, con el fin de identificar y comparar la expresion de HSPs
en las células recuperadas en el liquido folicular. Fue posible identificar en algunas
muestras, la combinacion de células de la granulosa y de la teca. De la misma manera en
otras, existieron unicamente células de la granulosa o unicamente células de la teca.

En las muestras obtenidas por aspiracion folicular, la expresion de ARNm de
Hspl0 mostré una tendencia a ser similar en granulosa y en teca de los quistes
estudiados; y las muestras que presentaron ambas poblaciones celulares, reflejaron
niveles aumentados respecto a los observados en cada capa de células por separado. Se
ha descripto previamente que esta proteina esta expresada en bajos niveles de todos los
tipos celulares de ovarios poliquisticos de humanos (Ma y col., 2007). Sin embargo en
bovinos, los reportes respecto a la expresion de transcriptos de Hspl0 han estado
basados en muestras obtenidas en frigorifico (Veldzquez y col., 2011), por lo que son
escasas las referencias existentes respecto a la participacion de Hsp10 en la enfermedad
quistica ovdrica en la especie, mas aun en lo que respecta a modelos experimentales de
la misma.

Los niveles proteicos de Hsp27, en cambio, fueron estudiados previamente en
quistes de ovarios obtenidos en frigorifico (Velazquez y col., 2010), y también en
muestras del modelo experimental de induccion (datos no publicados). En relacion a
ello, en este trabajo se cuantificaron los niveles ARNm de Hsp27 en muestras de
aspiracion folicular de quistes espontaneos diagnosticados en animales en produccion.

En dichas muestras, fue posible detectar ARNm de Hsp27 en ambas poblaciones
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celulares de los quistes espontaneos de animales en produccion, tal como ocurrio al
trabajar con quistes de ovarios obtenidos en frigorifico (Velazquez y col., 2011).

En el caso de Hsp40, si bien son escasos los reportes respecto a su expresion en
organos reproductivos (Jones y col., 2011; Velazquez y col., 2011), se ha podido
confirmar en este trabajo que sus transcriptos son detectables en quistes espontaneos de
animales en produccion con COD. Al respecto, los niveles de ARNm de Hsp40
expresados en células de la granulosa y de la teca, evaluando cada una de las capas
separadamente, se correlacionaron con los niveles encontrados en muestras que poseian
conjuntamente ambos tipos celulares.

Previamente se han podido describir los niveles de ARNm correspondientes a
Hsp60 en ovarios sanos y con enfermedad quistica espontdnea en bovinos sacrificados
en frigorifico. Se encontrd que las células de la teca de los quistes expresaban en mayor
medida dichos transcriptos que las capas de la granulosa de los mismos (Velazquez y
col., 2011). Sin embargo, en este trabajo se abordo también el estudio de la expresion de
estos ARNm en muestras de aspiracion folicular de quistes espontaneos diagnosticados
en animales en produccion. Los resultados obtenidos reflejaron la presencia de ARNm
para Hsp60 tanto en capas de la granulosa como de la teca de quistes, no habiendo
correlacion exacta entre los niveles encontrados en cada tipo celular por separado y los
hallados en muestras con ambas poblaciones celulares. Mds aun, pareci6 existir una
tendencia a que la expresion detectada en estas Gltimas muestras se corresponda con los
niveles encontrados en teca.

Los ARNm de Hsp70 encontrados en capas de la granulosa y de la teca en los
quistes espontaneos de animales en produccion, mostraron una mejor correlacion que la
observada para Hsp60. Las muestras con ambos tipos celulares evidenciaron niveles de
ARNm de Hsp70 representativos de lo observado en cada capa de células por separado.
Sin embargo, a diferencia de lo previamente observado en quistes obtenidos en
frigorifico donde la expresion de dichos ARNm fue mayor en la teca folicular
(Velazquez y col., 2011), en muestras de aspiracion folicular se encontraron niveles
aparentemente similares para ambas capas de la pared de los quistes.

Ambas isoformas de Hsp90 (o y ) fueron evaluadas en cuanto a la expresion de
sus ARNm en muestras obtenidas en frigorifico, lo que permitid6 describir su

participacion en la foliculogénesis normal como en la enfermedad (Velazquez y col.,
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2011). A su vez, el analisis de muestras obtenidas por aspiracion folicular de los quistes
diagnosticados en animales de campo, permiti6 identificar una cierta tendencia de
aumento de los ARNm de la isoforma 3 en relacion a los de la isoforma a en ambas
capas foliculares de los quistes. Sin embargo, estos resultados no concordaron con lo
hallado en quistes de animales sacrificados en frigorifico, ya que en ellos la expresion
de ARNm de Hsp90a fue superior a los niveles encontrados de los correspondientes a
Hsp90p, tanto en capas de la granulosa como de la teca.

La importancia de trabajar con muestras de procedencia conocida, asi como la
posibilidad de obtener informacion de aspectos tales como el estado reproductivo, la
edad de los animales, la alimentacion y el tiempo de persistencia de las estructuras
anovulatorias, permitird en futuros estudios esclarecer mejor el origen y los factores

determinantes de la enfermedad quistica ovérica en el bovino.
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Los resultados de esta tesis y su relacién con los reportes de otros autores
permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

1- Los niveles proteicos de Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90 fueron
claramente detectables en todos los estadios de desarrollo folicular ovéarico bovino. Méas
aun, la expresion proteica presento variaciones a lo largo de la foliculogénesis y estos
patrones de expresion se diferenciaron de los encontrados en ovarios con enfermedad
quistica ovarica tanto inducida como esponténea.

2- Hsp27 y Hsp70, proteinas implicadas en la inhibicion de los mecanismos
de apoptosis, estuvieron sobreexpresadas en estructuras quisticas espontaneas. Para el
caso de Hsp60 los ensayos a partir de ovarios obtenidos en frigorifico permitieron
confirmar que se expresa mayormente en quistes, mientras que su ARNm parece estar
elevado en granulosa de foliculos antrales medianos confirmando lo hallado
previamente por otros autores. Por su parte, la inmunodeteccion de Hsp90 mostro
similitudes a lo encontrado para Hsp70, y esta correlacion en los niveles de expresion
podria explicarse teniendo en cuenta las funciones compartidas que cumplen dichas
chaperonas.

3- Los transcriptos cuantificados correspondientes a Hsp10, Hsp27, Hsp40,
Hsp60, Hsp70, Hsp90a y Hsp90B evidenciaron diferencias en cuanto a su expresion
entre estructuras foliculares normales y quistes foliculares. En cuanto a las variaciones
de Hspl0 durante la foliculogénesis normal, los mayores niveles se observaron en
foliculos antrales con respecto a los quistes foliculares; lo que se condice con los
hallazgos de otros autores en foliculos de humanos y de raton. Los ARNmM
correspondientes a las Hsp27, Hsp40 y Hsp70 se expresaron de manera similar en la
granulosa de los quistes, ya que en todos los casos sus niveles fueron inferiores a los
encontrados en foliculos antrales pequefios y medianos. La expresion de ARNm de
Hsp60 en celulas de la teca coincidid con los niveles aumentados de la proteina
encontrados en quistes espontaneos. Sin embargo, en la granulosa, la mayor expresion
de ARNm para Hsp60 se encontrd en foliculos antrales medianos. Por otra parte, los
resultados referidos a la expresion de ARNm para las dos isoformas de Hsp90 (a y B)
mostraron una baja expresion de los correspondientes a Hsp90B en quistes foliculares
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provenientes de frigorifico y un aumento notable en dichas estructuras de la cantidad de
ARNM para Hsp90a..

4- Se han podido establecer relaciones entre algunas de las proteinas
estudiadas en la presente tesis (HSPs) y variables descriptas previamente por otros
autores como participes de la enfermedad quistica ovarica en bovinos. En este sentido,
proteinas tales como Hsp27, Hsp70, Hsp40 podrian estar involucradas en el desbalance
de los eventos de proliferacion/apoptosis existente en las estructuras quisticas,
inhibiendo a diferentes niveles la muerte celular programada y favoreciendo de esta
manera la persistencia de las mismas. Asimismo, las isoformas Hsp90a/Hsp90p
mostraron estar relacionadas con los niveles de expresion de los REa y REB, mediante
lo cual se corrobord la implicancia de las HSPs mencionadas en la foliculogénesis
normal y en alteraciones de la misma.

5- El modelo experimental utilizado permite el estudio y conocimiento de
aspectos dificiles de abordar trabajando con muestras provenientes de animales que
presentaron la enfermedad de manera espontanea. Sin embargo, hubo diferencias entre
el modelo utilizado y los casos espontaneos de quistes obtenidos en frigorifico, lo que
podria explicarse por la alta variabilidad de las muestras de dicha procedencia y la falta
de informacion respecto a los animales de los cuales provinieron estas muestras. El
trabajo con animales de establecimientos pecuarios que desarrollaron la enfermedad
espontaneamente y de los cuales se conoce la historia clinica, podria ayudar a establecer
y fijar mayor cantidad de variables tales como estado corporal, balance energético,
tratamientos previos, etc., que se relacionen con la patogenia de la enfermedad quistica

ovarica en el bovino.
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