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Resumen

La etiopatogenia de la enfermedad quistica ovarica (@®Dinglés: Cystic Ovarian

Diseas en el ganado bovino lechero es un proceso complejo que involucra disfuncion en

la foliculogénesis y en la ovulacion, y en el que intervienen muchos factores tales como el
estrés, manejo e infecciones. Aungque se sabe que el desarrollo de esta enfermedad esta
principalmente asociado con una disfuncién neuroenddcrina a nivel del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal, en la persistencia folicular también intervienen factores intraovaricos.
Muchos investigadores han estudiado los cambios hormonales que ocurren en estos
animales y a partir de estos trabajos puede afirmarse que las vacas destinadas a la
formacion de quistes tienen una mayor concentracion plasmatica de hormona luteinizante
(LH) y de estro6genos que las vacas que ciclan normalmente. Estos foliculos contindan
secretando alto niveles de estrégenos por al menos 4 dias después de que alcanzan el
tamafo preovulatorio. Una alteracion en la secrecion de las hormonas gonadotroficas
afecta directamente la descarga de las hormonas esteroides, la expresion de los receptores
de hormonas esteroides y de los receptores de gonadotrofinas. Las hormonas esteroides
ovaricas, por mecanismos de accion endocrinos, cumplen una gran cantidad de funciones
relacionadas con el desarrollo y la fertilidad actuando también en forma autocrina y
paracrina sobre las mismas células que las secretaron. Los efectos gendmicos de estas
hormonas son mediados a través de su interaccion con receptores especificos
intracelulares, que son miembros de la superfamilia de receptores nucleares. Ademas, han
sido identificadas proteinas correguladoras, que estan implicadas en la modulacion de la
actividad transcripcional de los esteroides. Las proteinas correguladoras pueden ser
subdivididas en coactivadoras y correpresoras. La accién tripartita de los receptores de
hormonas esteroides, que involucra la participacion del receptor, sus ligandos y proteinas
correguladoras, permite la regulacion precisa de los efectos biolégicos de estas hormonas
en la expresidén génica. El objetivo de la presente Tesis fue examinar la localizacién y
expresion de receptores de las hormonas gonadotroéficas, de los receptores de hormonas
esteroides y de las proteinas correguladoras en las estructuras foliculares del ovario de
vacas con COD en comparacion con las estructuras de los ovarios de las vacas controles.
Se utilizaron muestras de ovarios de distintas procedencias: muestras obtenidas en la playa
de faena de los frigorificos de la zona, animales en produccion con desarrollo espontaneo
de la enfermedad y animales sometidos a un modelo experimental de induccion de COD

por medio de la administracion de ACTH sintética. Los quistes foliculares fueron
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diagnosticados cuando los foliculos tenian mas de 20 mm de diametro y ausencia de
cuerpo lateo funcional. Las muestras obtenidas fueron procesadas de acuerdo a las distintas
técnicas y a los fines de ser utilizadas para la evaluacion de la expresion proteica del
receptor de androgeno (RA) y de las proteinas correguladoras: §RCi3glés: Steroid
Receptor Coactivator-3)REA (el inglés: repressor of estrogen receptor actjviyy

SMRT (del inglés: Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone recéptors
mediante inmunohistoquimica; y para la evaluacion de la expresion del ARNm de los
receptores de hormonas gonadotréficas: RLH y RFSH; de los receptores de hormonas
esteroides: estrogenaes (REo), estrogeno$ (REP), progesterona (RP) y RA; y de las
proteinas correguladoras: SRC-1, SRC-2, SRC-3 y LG ifiglés: ligand-dependent
nuclear-receptor corepresspmediante RT-PCR de punto final. Los hallazgos en este
trabajo proporcionan evidencia de que los ovarios de los animales con COD inducida y
espontanea mostraron una expresion alterada de los receptores de gonadotrofinas y de los
receptores de esteroides en comparacion con los animales controles, asi como cambios en
la expresion de las proteinas correguladoras. Los resultados presentados en esta Tesis nos
permiten llegar a las siguientes conclusiones: 1- Los foliculos quisticos espontaneos
presentaron una baja expresién de los receptores de las hormonas gonadotrdéficas en las
células de la granulosa, similar observacion se hallé en la expresion del ARNm de los RLH
en las células de la teca; 2- La inmunomarcion del RA mostro variaciones durante el
desarrollo folicular normal, hallandose patrones diferentes entre los foliculos ovaricos de
animales con enfermedad quistica ovérica en relaciobn a los controles. En cuanto a su
ARNmM, los foliculos quisticos espontaneos evidenciaron un aumento significativo en las
células de la granulosa; 3- Los quistes foliculares provenientes de frigorifico mostraron una
mayor expresion del ARNm del REy una menor expresion del REn las células de la
granulosa y de la teca; 4- En los animales con COD espontanea se observé un aumento
significativo en la expresion de los transcriptos que abarca las tres isoformas del RP en las
células de la teca y de la isoforma B del en las células de la granulosa; 5- Sabiendo que el
ciclo estral normal es un proceso estrictamente regulado por el eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal y que las hormonas esteroides y gonadotroficas son esenciales para la funcién
ovarica de diversas especies, regulando el desarrollo, la diferenciacién celular y la
esteroidogénesis cualquier cambio y/o alteracion en los mecanismos de transcripcion y/o

regulacion de los receptores de hormonas esteroides y gonadotréficas podrian ser cruciales

Xi
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en la patogenia de esta enfermedad; 6- La expresién proteica y del ARNm de las proteinas
correguladoras fue observada en las células de la granulosa y de la teca de todas las
categorias foliculares. La inmunomarcacion de REA, SMRT y SRC-3 mostraron
diferencias entre animales controles y animales con COD espontanea e inducida. Un patrén
diferencial del ARNm de SRC-1, SRC-2 y SRC-3 fue demostrado en los foliculos quisticos
espontaneos comparados con los foliculos antrales normales. No se evidenciaron
diferencias significativas en la expresion del ARNm de LCoR entre grupos controles y con
COD espontanea; 7- Las diferencias halladas en la expresion de las proteinas
correguladoras entre las estructuras foliculares normales y quisticas, considerando que
regulan la actividad transcripcional de los receptores esteroides, podrian provocar
importantes alteraciones en la dinamica folicular. En este sentido, podrian intervenir en el
desbalance proliferacion/apoptosis, asi como también en otras alteraciones observadas en
los ovarios de los animales con la enfermedad; 8- La falta de informacién sobre la historia
reproductiva y de la duracion de la enfermedad en los animales de los que se obtienen las
muestras de quistes en playa de faena resaltan la necesidad de la utilizacion de modelos
experimentales apropiados que reproduzcan adecuadamente la manera en que los quistes se
forman. Las diferencias encontradas entre el modelo utilizado y los casos espontaneos de
quistes obtenidos en frigorifico probablemente se deban a la gran cantidad de variables que
intervienen es estos ultimos. Este problema podria subsanarse a través del estudio de casos
de la enfermedad espontanea que ocurre en animales diagnosticados en los rodeos de la
zona, de los cuales se puede conocer la historia reproductiva ademas de otras variables
tales como la alimentacion, tratamientos, manejo general, enfermedades concomitantes,
etc. Ademas la utilizacion de técnicas poco invasivas, como por ejemplo el aspirado
folicular guiado por ecografia, permitiria la obtenciéon de muestras para el estudio de la

gran cantidad de componentes que intervienen en la etiopatogenia de esta enfermedad.
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The etiopathogenia of cystic ovarian disease (COD) in dairy cattle is a complex process
that involves dysfunctions in folliculogenesis and ovulation, and many factors such as
stress, management and infections. Although it is known that the development of cysts is
primary associated with a neuroendocrine dysfunction at the level of the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis, the development of follicular cysts is also related to intraovarian
factors. Many researchers have studied the hormonal changes that occur in these animals,
and from that work can be said that the cows destined to form cysts have higher plasmatic
concentrations of luteinizing hormone (LH) and estradiol than cows that will ovulate
normally, particularly during the last several days of follicular maturation. These follicles
continue secreting a high level of estradiol for at least 4 days after they reach preovulatory
size. An alteration in the secretion of follicle stimulating hormone (FSH) and LH directly
affects the discharge of steroid hormones, the expression of steroid hormone and
gonadotrophic hormone receptors. The ovarian steroid hormones, by endocrine
mechanisms of action, play a lot of functions related to development and fertility; steroids
also act as autocrine and paracrine agents on the same cells that secreted. In addition to
acting as hormones on structures remote from the ovary, the steroids produced by the
follicle or corpora lutea cells also act locally within the follicles or corpora lutea as
paracrine/autocrine agents, acting on or within the cells in which they are produced. The
genomic effects of steroid hormones mediate through interaction with specific intracellular
receptors that are members of the nuclear receptor superfamily. Also, several coregulatory
proteins have been identified, which are implicated in modulation of transcriptional
activity by steroids. These coregulators can be broadly subdivided into coactivators and
corepressors. The tripartite action of steroid hormone receptors, involving the receptor, its
ligands and coregulatory proteins, allows for the precise regulation of the biological effects
of these hormones on gene expression. The aim of the present study was to examine the
localization and expression of steroid hormone receptors, gonadotrophic hormone receptor,
and transcription factors that module steroid hormone receptor in ovarian follicular
structures from cows with COD compared with ovarian structures from control group.
Samples of cows were used and assigned to following groups: samples from
slaughterhouses; samples from cattle with spontaneous COD; and animals subjected to an
experimental model of induction of COD by synthetic ACTH administration. Follicular

cysts were diagnosed when the follicles were more than 20 mm in diameter, in absence of
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a functionalcorpus luteumThe samples were processed according to different techniques
and for the purpose of being used to evaluate the protein expression of androgen receptor
(AR) and coregulatory proteins: Steroid Receptor Coactivator-3 (SRC-3), Repressor of
Estrogen receptor Activity (REA) and Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid
hormone receptors (SMRT) by immunohistochemistry, and for evaluating the mRNA
expression of gonadotrophic hormone receptor: LHR and FSHR; steroid hormone receptor:
estrogeno (ER a), estrogenp (ER B), progesterone (PR) and AR; and coregulatory
proteins: SRC-1, SRC-2, SRC-3, and Ligand-dependent nuclear-receptor CoRepressor
(LCoR) by conventional RT-PCR. The findings of the current study provide evidence that
ovaries from animals with induced and spontaneous COD exhibited altered steroid receptor
and gonadotrophic hormone receptor expression compared with normal animals, as well as
changes in the expression of coregulatory proteins. On the results presented in this thesis
we can conclude: 1- The cystic follicles from slaughterhouse had low expression of both
gonadotropic hormone receptors (RFSH and RLH) in granulosa cells and low genic
expression in RLH in theca cells; 2- The immunoexpression of AR showed variations
during the normal follicular development, finding different patterns between the ovarian
follicles of animals with cystic ovarian disease in relation to controls. Regarding its
MRNA, cystic follicles from slaughterhouse showed a significant increase in the granulosa
cells; 3- The cystic follicles from slaughterhouse showed a higher estrogen receptor
(ERa) mRNA expression in the theca and granulosa cellsadogver estrogen receptpr

(ERB) mMRNA expression; 4- In animals with spontaneous G observed a significant
increase in expression of transcripts encompassing the three isoforms of the PR in the theca
cells and the B isoform in granulosa cells; 5- Taking into account that normal estrous cycle
in cattle is a complex process strictly regulated by the hypothalamic-pituitary-gonadal axis,
and that gonadotropic and steroid hormones are essential for ovarian function in various
species (which act to regulate development, cell differentiation and steroidogenesis); it
could be postulated that small changes and/or alteration in the mechanisms of transcription
and/or regulation of steroid hormone receptors and gonadotropic hormone receptors could
play a fundamental role in the pathogenesis of this disease; 6- The protein and mMRNA
expression of coregulatory proteins were observed in granulosa and theca of all follicles
categories. The protein expression of REA, SMRT, and SRC-3 showed differences

between normal animals compared to animals with spontaneous and induced COD. A
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different pattern of SRC-1, SRC-2, and SRC-3 mRNA expression was demonstrated in the
cystic follicles compared to normal antral follicles. No differences of mMRNA expression
were evidenced in LCoR, between control and spontaneous COD groups; 7- The
differences found in the expression of coregulatory proteins between normal and cystic
follicles, considering that they regulate the transcriptional activity of steroid receptors,
could be produce important alterations in follicular dynamics. In this sense, they might be
involved in the imbalance of proliferation/apoptosis, as well as another alterations
observed in the ovaries of animals with COD; 8- The lack of information on reproductive
history and lenght of the disease in animals with cystic follicles (samples obtained in
slaughterhouse) highlight the need to use appropriate experimental models that reproduce
adequately the pathogenia. The differences found between the experimental model and
cysts obtained in slaughterhouse are probably due to the large number of variables
involved in these latter samples. This problem could be addressed through the study of
spontaneous cases of the disease, which can be known reproductive history and other
variables such as diet, treatments, general management, concomitant diseases, etc. Besides
the use of minimally invasive techniques, such as ultrasound-guided follicular aspiration,
allow sampling for the study of the many components involved in the pathogenesis of this
disease.

XVi



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

1- INTRODUCCION




Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Introduccion

1.1- Ovarios

1.1.1- Estructura del ovario

Los ovarios son 6rganos pares situados en la cavidad abdominal y su forma varia en
las distintas especies, de acuerdo con la edad y las etapas del ciclo estral (Sisson, 1982;
Urroz, 2010). También existen caracteristicas que dependen, de si la especie es politoca
(multipara) o monotoca (unipara). En general, en las hembras politocas como la cerda,
perra, gata, etc., tienen el aspecto de un racimo de uvas debido a la presencia de varios
foliculos maduros y cuerpos luteos. En cambio en las hembras monotocas como la vaca,
oveja, cabra, etc, su forma es ovoide y su superficie cambia de forma por la presencia del
foliculo maduro o de un cuerpo lateo (Dyce y col., 1991; Labadia Mazuecos, 1995). En la
Figura 1 se muestra las distintas morfologias que presentan los ovarios segun la especie.

Los ovarios constituyen los 6rganos esenciales en la reproduccién de la hembra y
cumplen una doble funcion: ovogénica (productora de 6vulos) y esteroidogénica (secretora
de hormonas sexuales). Esta dualidad funcional es complementaria, puesto que la
ovogénesis requiere de ciertos cambios en el aparato genital (oviductos, utero y vagina)

gue estan asociados a las hormonas sexuales (Labadia Mazuecos, 1995; Urroz, 2010).

Owvario Bovino Owvario Porcino

Figura 1: Estructura del ovario. En las hembras motocas, como la vaca, el ovario tie
forma ovoide (izquierda, Fernandez Sanchez, 2008a). En las hembras politocas, como la cerda,
el ovario presenta un aspecto de racimo de uvas (derecha, Martinat-Botté y col., 2005).

Cada ovario estad formado por una corteza externa y una médula central sin una

delimitacion clara entre ambas. La médula contiene tejido conectivo, vasos sanguineos y
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linfaticos, nervios vy tejido intersticial. En la corteza, situados periféricamente alrededor de
la médula, se encuentran foliculos en diferentes fases de desarrollo, cuerpos luteos,
glandulas intersticiales (en algunas especies) y células del estroma (Figura 2). La corteza se
encuentra rodeada de una capa de tejido conectivo llaitnaida albuginea que a su vez

esta recubierta por un epitelio superficial llamagitelio germinal(Labadia Mazuecos,

1995). La ubicacion y presencia de estos componentes depende del estadio del ciclo y
ademas es propia de cada especie (Dellmann y Eurell, 1998). El ovario de los mamiferos
es, por lo tanto, un 6rgano heterogéneo en cuanto a la poblacién celular presente en un
momento dado, y también lo es en el tiempo, a lo largo de la vida del individuo (Geneser,
2005).

I-Foliculos 4-Cuerpo Iiteo

Figura 2: Anatomia del Ovario. El ovario se compone de dos zonas: region mec(1)
(abarca la region central del ovario, contiene tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas) y la
region cortical2) (contiene foliculog3) en diferentes estadios, cuerpos 0@/ el estroma

del ovario) (Modificado de Fernandez Sanchez, 2008a).

1.1.2- Ovogénesis

Durante los primeros estadios de la gestacion las células germinales primordiales
abandonan el saco vitelino para ir a poblar las crestas gonadales de las que derivan los
ovarios. Estas células se diferencian en ovogonias por sucesivas divisiones mitéticas, las

gue a su vez se transforman en ovocitos cuando inician el proceso de reduccién del nUmero
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de cromosomas a estado haploide mediante la primera division meiotica. Sin embargo, este
proceso de detiene en la profase de la meiosis por la influencia de un factor secretado por
las propias células foliculares en desarrollo. Este factor recibe el nombre del Factor
Inhibidor de la Meiosis (OMI). En esta fase de inmovilizacion, los ovocitos (ovocitos
primarios) se encuentran rodeados de una sola capa de células epiteliales formando los
foliculos primordiales (Labadia Mazuecos, 1995; Barioglio, 2001).

El nimero de ovocitos formados durante el desarrollo fetal constituye el numero
maximo disponible a lo largo de toda la vida reproductiva de la hembra (Labadia
Mazuecos, 1995). 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 células germinales en algunos mamiferos.

1.1.3- Desarrollo folicular

El foliculo ovarico cumple la funcion de proveer el sistema de soporte necesario
para que el ovocito alcance su maximo potencial y adquiera la capacidad para unirse a una
célula germinal masculina, y de este modo producir un embrién capaz de desarrollarse
hasta llegar al nacimiento. Las células somaticas del foliculo participan de varias maneras
para cumplir esta funcién esencial para la reproduccion y la supervivencia de las especies:
proveen los requerimientos nutritivos necesarios para el crecimiento del ovocito; controlan
la maduracién celular de los ovocitos que se encuentran en los foliculos destinados a
ovular y contribuyen al proceso de atresia y destruccion de los ovocitos en los foliculos no
seleccionados. Estos efectos directos son mediados por cambios producidos en el
microambiente del ovocito, principalmente a través de los productos de secrecién de estas
células. Ademas, las células foliculares especializadas (célulasuimelus oophoru®
cumulo ovigero), estan metabdlicamente acopladas a él a través de uniones estrechas, que
permiten la entrada de nutrientes y moléculas reguladoras al citoplasma del ovocito
(Geneser, 2005).

El desarrollo de los foliculos comienza con la formacion de los foliculos
primordiales en la etapa prenatal (en la mayoria de las especies) y tras el nacimiento este

proceso se interrumpe, reanudandose en la pubertad.
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1.1.3.1- Fases del desarrollo folicular

De acuerdo a lo establecido por la Nomina Histolégica (1994) los foliculos se
clasifican en: foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y preovulatorios
(Figura 3).

Foliculos primordiales: Constituyen la reserva de foliculos en reposo, los cuales seran
progresivamente reclutados para desarrollarse o atresiarse durante la vida reproductiva de
las hembras. Los foliculos primordiales estan compuestos por un ovocito, arrestado en el
estadio de diploteno de la primera profase meiética, rodeado por una capa de células planas
epiteliales llamadas células foliculares. En esta fase, la superficie del ovocito esta en
estrecho contacto con la de las células foliculares y carece de células de la teca. La capa de
células foliculares se encuentra inmediatamente por debajo de la tinica albuginea, en la
periferia de la corteza (Dellmann y Eurell, 1998; Nilsson y Skinner, 2001; Espinaza-
Villavicencio, 2007).

Foliculos primarios: Los foliculos primordiales continuamente abandonan el reservorio
paa convertirse en foliculos primarios. Esta transicion implica ciertas modificaciones
citolégicas en el ovocito, en las células foliculares y en el tejido conjuntivo adyacente. A
medida que el ovocito aumenta de tamafio, la capa de células foliculares aplanadas se
convierte en una capa de células cubicas o cilindricas pero continla siendo una capa
simple. Los ovocitos primarios continlan en estado de diploteno de la primera profase
meidtica en donde permaneceran hasta el momento de la ovulacion en la mayoria de las

especies (Dellmann y Eurell, 1998; Aerts y Bols, 2008a).

Foliculos secundarios: La transformacion del foliculo primario a secundgtambién

definido junto con los foliculos primarios como foliculos preantrales) implica diversos
cambios en las células foliculares que rodean al ovocito entre las que se destacan la intensa
division mitética y consiguiente estratificacion paulatina del epitelio que originalmente era
simple. En este momento las células pasan a denominarse granulosas. Alrededor de estas
células aparece la lamina basal, que se origina por secrecion de las propias células de la

granulosa. Ademas, en esta etapa se completa la maduracién de la zona pelucida. La
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adquisicibn de la zona peliucida es una caracteristica del foliculo secundario.
Simultaneamente las células de la granulosa comienzan a desarrollar procesos
citoplasmaticos, que atraviesan la zona pelucida formando zonas de contacto fisico con la
membrana plasmatica del ovocito, manteniendo de esta forma un contacto directo con el
ovocito para poder proporcionarle los nutrientes necesarios. Coincidiendo con la
proliferacion de la capa de células de la granulosa, las células del estroma ovarico
comienzan a organizarse alrededor de la lamina basal del foliculo originando las células
precursoras de la teca (Labadia Mazuecos, 1995; Aerts y Bols, 2008a).

A medida que los foliculos aumentan de tamafio, van desplazandose gradualmente
hacia el interior de la corteza. Al final de esta fase de desarrollo folicular, el ovocito
detiene su crecimiento y se vuelve competente para recomenzar la meiosis. A medida que
el desarrollo del foliculo continta, se forman pequefias vesiculas llenas de liquido entre las
células de la granulosa. Este liquido llamiduido folicular aumenta a medida que crece
el foliculo y los espacios que se forman entre las células de la granulosa confluyen
formando amplias lagunas (Dellmann y Eurell, 1998).

Este estadio folicular constituye el maximo grado de desarrollo alcanzado en el
ovario de las hembras prepuberes, el cual se caracteriza porque no participarian las
gonadotrofinas hipofisarias.

Foliculos terciarios: La evolucion de los foliculos secundarios a teroga(o foliculos
antrales) constituye un proceso lento que se inicia cuando el animal alcanza la pubertad, ya
gue en esta etapa de crecimiento folicular participan las gonadotrofinas hipofisarias
(hormona foliculoestimulante: FSH y hormona luteinizante: LH), asi como las hormonas
esteroides producidas por el foliculo en respuesta a la secrecion hipofisiaria de estas
gonadotrofinas. Durante esta fase, las células de la capa de la granulosa proliferan
aumentando el numero de capas. Al mismo tiempo, las células precursoras de la teca
aparecen completamente diferenciadas formando dos capas concéntricas. La interna,
formada por células epiteloides, que seran transformadas en células cuboides secretoras de
hormonas esteroides, recibe el nombréeda interna. Rodeando la teca interna aparece la
teca externa formada principalmente por tejido conectivo. Ambas capas de la teca reciben
una abundante vascularizacion, que se concentra fundamentalmente en la teca interna,

ademas de vasos linfaticos y terminaciones nerviosas. Los vasos sanguineos no atraviesan
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la ldmina basal que rodea las células de la granulosa. Este hecho determina que tanto las
células de la granulosa como el ovocito reciban los nutrientes procedentes de la sangre por
difusion a través de la lamina basal, como consecuencia del desarrollo de los procesos
citoplasmaticos que permiten la comunicacion de las células de la granulosa entre si, asi
como entre estas y el ovocito.

La coalescencia de las lagunas llenas de liquido folicular que se encuentran entre
las células de la granulosa, formadas durante el desarrollo de foliculos secundarios, lleva a
la formaciéon de una cavidad denominaalatro y su aparicion caracteriza al foliculo
terciario. Al ir incrementandose la produccion de liquido folicular, el antro aumenta de
tamafio y el ovocito en el interior del foliculo va siendo desplazado hacia una posiciéon
excéntrica rodeado por dos a tres capas de células de la granulosa formandales
oophorus (Labadia Mazuecos, 1995; Aerts y Bols, 200&). los foliculos terciarios
grandes, las células de la granulosa que rodean intimamente al ovocito se vuelven
cilindricas y se disponen radialmente formandadeona radiada que lo nutre. Estas
células permanecen en la mayoria de las especies junto al ovocito incluso después de la
ovulacion. En los rumiantes la corona radiada se disgrega en el momento de la ovulacion
(Dellmann y Eurell, 1998).

Foliculos preovulatorios: Aquellos foliculos terciarios que han alcanzado los estadios
finales de crecimiento y maduracion y han adquirido la habilidad para ovular frente a
niveles adecuados de LH se denominan foliculos preovulatorios. El ovocito responde al
estimulo de LH reiniciando la meiosis transformandose en ovocito secundario (Gigli y col.,
2006). Las células de la granulosa se agrandan y adquieren inclusiones lipidicas, mientras
que en las células de la teca aparecen vacuolas y aumenta la vascularizacion. Estos
foliculos se caracterizan por una baja tasa mitética de las células foliculares y una alta
relacion estrégenos:andrdgenos y estrégenos:progesterona en el liquido folicular. Ademas,
las células de la granulosa presentan receptores de LH (RLH), alta produccion de inhibina

y alto flujo sanguineo (Dellmann y Eurell, 1998).
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Figura 3: Desarrollo folicular. Esquema de un corte longitudinal de ovario adulto en el ci
observan las distintas categorias de foliculos en crecimiento, la ovulacion, cuerpo liteo y cuerpo
blanco (Modificado de Enciclopedia Britanica, 2007).

1.1.4- Ovulacién

Se define como ovulacién la culminacién de una serie de mecanismos complejos
desencadenados por una secrecién masiva de LH, conocida como “pico de LH”, que como
resultado produce la expulsion del ovocito secundario del foliculo preovulatorio (Rahe y
col.,, 1980). Los sucesos de ovulacion abarcan cambios bioquimicos, fisiologicos y
morfolégicos. El aumento preovulatorio de LH incrementa la expresion de las enzimas
proteoliticas y sus factores inhibitorios permitiendo que la ovulacion sea un proceso
controlado. Por un lado, la plasmina aumenta a través de la activacion del plasmindgeno.
La procolagenasa se activa en colagenasa degradando el colageno de la teca externa y
disminuyendo la tensién de la pared folicular. La plasmina aumenta tanto en las células de
la granulosa como en las células tecales por estimulo de LH, pero la regulacién en uno y

otro tipo celular es diferente, sirviendo como control en la degradacion del foliculo. A
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medida que se suceden los cambios de degradacién del tejido conectivo se produce la
formacion delestigmaen el apice folicular. El estigma es la zona mas delgada de la pared
folicular por donde se liberara el ovocito en el momento de la ovulacion (Gigli y col.,
2006).

Por otro lado, las prostaglandinas (PG) y los tromboxanos, acidos grasos derivados
del acido araquidonico, intervienen en el proceso de la ovulacion de diferente forma. La
PGF2ay PGE2 intervienen en la ruptura de la pared ftdica través de la liberacion de
las enzimas contenidas en los lisosomas y en cambios vasculares (Tsai y Wiltbank, 1998).
Los tromboxanos aumentan su expresion en los foliculos preovulatorios. Su accién es
antagoénica al efecto producido por las PG a nivel vascular, logrando que la ovulacion sea
un proceso autocontrolado.

Los cambios vasculares comprenden un aumento en el flujo sanguineo como
respuesta al aumento de las PG y la activacion del sistema renina-angiotensina y una
disminucién en la resistencia vascular, por las bradiquininas y radicales libres de oxigeno,
llevando a una hiperemia localizada (Tsafriri y Chun, 1996).

La ovulacion, por lo tanto, es un proceso dinamico donde se produce ruptura de la
pared folicular por la activacion de enzimas proteoliticas y cambios vasculares. Los
cambios en el aumento de la irrigacion y en la producciéon del edema han llevado a
comparar el proceso de la ovulacion con un proceso inflamgkspey y Lipner, 1994;
Richards y col., 2008).

1.1.5- Cuerpo luteo

Inmediatamente después de haberse producido la ovulacion, las capas foliculares se
reorganizan para convertirse enerpo hemorragico en un principio y luego @merpo
luteo. El cuerpo Iuteo es una glandula endocrina transitoria formada por las células
foliculares remanentes del foliculo que ha ovulado. Su principal funcidn es la de secretar
progesterona (Dellmann y Eurell, 1998). Si el ovocito es fecundado, el cuerpo luteo se
mantiene durante toda la gestacion. Cuando no se produce fecundacién y posterior
gestacion, hay una degeneracion de las células foliculares remanentes del foliculo que

ovulo (llamadascélulas luteinicasy proliferacion del tejido conectivo, con acumulacion
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del material hialino intracelular, transformandose el cuerpo lute@uenpo blanco
denominado asi porque toma el aspecto de una cicatriz blanca. La degeneracion fisica de

esta glandula tiene lugar lentamente durante dos o tres semanas (Koning, 1994).

1.1.6- Atresia folicular

Las terneras al nacimiento poseen una dotacion de foliculos primordiales, que varia
entre 42.000 y 325.000. Sin embargo, a los 10-15 afios este numero se reduce a 1000-5000,
por lo que la mayoria de los foliculos sufren cambios degenerativos como parte del
funcionamiento del ovario (Gigli y col., 2006). El proceso degenerativo por el cual los
foliculos son eliminados antes de llegar a la ovulacion se den@trgsa y todos los
foliculos pueden atresiarse independientemente del momento del desarrollo en que se
encuentren (Hsueh y col., 1994; Quirk y col., 2004). Cuando la atresia afecta a un foliculo
primordial o primario, el contorno del ovocito se hace irregular y las células foliculares
disminuyen de volumen separandose unas de otras. El ovocito y las células granulosas
entran en autolisis y son reemplazadas gradualmente por tejido conjuntivo.

En los foliculos secundarios y terciarios el proceso es similar, observandose una
mayor resistencia a la degeneracion en la zona pellcida y de este modo, las células que
componen la pared folicular son degradadas antes de que el ovocito desaparezca por
completo (Hsueh y col., 1994). En los foliculos més desarrollados la gran cantidad de
material en degeneracion lleva a la aparicion de macréfagos que van a fagocitar gran parte
de los restos celulares. Las células del tejido conjuntivo invaden la zona y comienzan a
producir matriz del tejido conectivo que va a reemplazar completamente al foliculo en
degeneracion. Las células de la teca interna en algunas especies (roedores, caninos,
humanos) se hipertrofian y pasan a formar parte del parénquima ovarico como glandulas
intersticiales capaces de secretar hormonas esteroides, principalmente androgenos (Quirk y

col., 2004), sin embargo no ocurre esto en los rumiantes.

10
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1.1.7- Ciclo estral

Constituye un complejo proceso que se caracteriza por la repeticion de periodos de
receptividad sexual, a partir de la pubertad y durante la vida reproductiva de las hembras,
regulados por el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Alvarez Diaz y col., 2009).

La duracion del ciclo estral difiere notablemente de una especie a otra y suele ser
constante dentro de cada especie y raza, aunque con oscilaciones entre cada individuo
(Hafez, 1989). En la hembra bovina el ciclo estral tiene una duracion entre 17 y 25 dias
(Senger, 2003).

1.1.7.1- Fases del ciclo estral

En el ciclo estral se distinguen dos fases,faga folicular o estrogénica y ufiase
luteinica, que constituye dos tercios de la duracion total del ciclo estral. La fase folicular
consta a su vez de dos fagamestro y estro; y la fase luteinica de otras dostaestro y
diestro (Caravaca Rodriguez y col., 2003). Las distintas fases del ciclo estral se

reperesentan en la Figura 4.

Proestro: Constituye la etapa inicial de la fase folicular, comienza con la regresion
estructural y funcional del cuerpo lateo y finaliza con la manifestacion del Aetoedida
queel cuerpo lateo involuciona y la concentracion circulante de progesterona disminuye,
se produce un aumento en la concentracion de estradiol que juega un papel en el aumento
del tono uterino (Bonafos y col., 1995) y la secrecién de moco claro y acuoso de la vulva
(Jainudeen y Hafez, 2000).

La dinamica folicular durante el proestro implica una regresion continua del
foliculo dominante de la onda anovulatoria previa que se superpone con el crecimiento del

foliculo dominante de la onda ovulatoria.
Estro: Constituye el tltimo estadio de la fase folicular que comienza con la receptividad e

involucra todos los cambios que permiten la ovulacion del foliculo dominante de la onda

ovulatoria y el comienzo de la formacién del cuerpo liteo. Las vacas presentan descarga

11
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vaginal de mucus con minima viscosidad, edema de vulva y aumento del tono uterino,
detectado facilmente por palpacion rectal (Bo, 1998).

Durante esta etapa, la concentracion de estradiol alcanza su pico maximo en
concordancia con el inicio de la receptividad sexual. El crecimiento final y la maduracién
del foliculo preovulatorio se produce en asociacibn con una disminucion en las
concentraciones de estradiol y la onda preovulatoria de gonadotrofinas que involucra
principalmente a LH y en una menor medida a FSH, entre las 24 y 30 horas antes de la
ovulacion (Senger, 2003).

Luego de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema nervioso de la vaca se

torna refractario al estradiol y cesan todas las manifestaciones del mismo.

M etaestro: Es el periodo inmediato a la finalizacion del estro o es la etapa inicial de la
fase litea, que se inicia con la ovulacion y termina con el diestro. En este periodo ocurre la
ovulacion en la vaca, a diferencia de las otras especies que lo hacen durante el celo (Bo,
1998). A nivel ovérico, el metaestro consiste en la luteinizacién de las células foliculares
del foliculo dominante luego de la ovulacion (Peter y col., 2009). La luteinizacién es un
proceso complejo que implica la remodelacion del tejido estromal y vascular y la
transformacion celular y bioquimica de las células foliculares productoras de estrégenos
(granulosa) y de androgenos (teca) a células luteales productoras de progesterona
(Niswender y col., 2000).

Diestro: Representa generalmente el estadio mas largo del ciclo y se corresponde con el
periodo de actividad del cuerpo lateo. Esta fase comienza después de metaestro y termina
al comienzo de la regresion del cuerpo Iuteo. A lo largo del diestro, el cuerpo Iiteo maduro
mantiene concentraciones maximas de progesterona durante la emergencia de la segunda y
tercera onda folicular en los ciclos estrales de dos o tres ondas, respectivamente.

En ausencia de fecundacion del oOvulo, se produce la regresion funcional y
estructural del cuerpo lateo pasando a convertirse en cuerpo blanco al comienzo del

proestro del ciclo siguiente (Caravaca Rodriguez y col., 2003; Peter y col., 2009).

12
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Figura 4: Etapas del ciclo estral bovinc El esquema muestra las etapas de la fase folici

litea en asociacion con los respectivos cambios de las concentraciones circulantes de estradiol
(Ey), progesterona Py la onda preovulatoria de gonadotropinas durante el ciclo estral bovino
(Adaptado de Peter y col., 2009).

1.1.7.2- Regulacion del ciclo estral

La reproducciéon en las hembras constituye un proceso ciclico estrictamente
regulado por la interaccion del hipotalamo, la hipdfisis y los ovarios. El hipotalamo es el
centro donde se integra y procesa la informacién procedente tanto del propio sistema
nervioso central (sistemas de neurotransmisores y péptidos opioides enddgenos), como del
exterior (luz, estimulos olfatorios, etc.) y del ovario (hormonas ovaricas). El resultado de
esta integracion es la regulacion de la secrecion déolemona liberadora de
gonadotrofinas(GnRH). La GnRH es sintetizada en nucleos de neuronas localizadas en
dos zonas del hipotadlamo: region predptica anterior (nucleo predptico y supraquiasmatico)
y region arqueada (nucleo arqueado y ventromedial). Desde estas neuronas, la GnRH es
transportada a través de sus axones terminales a la eminencia media hipotalamica, para

pasar a la circulacion portal y ser liberada en la parte anterior de la hipdfisis

13
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(adenohipdfisis La GnRH se une a los receptores de las células gonadotrofas hipofisarias
regulando la secrecion de las gonadotrofinas FSH y LH (Labadia Mazuecos, 1995). Es
indispensable que su secrecidn se dé en forma pulsatil, para la secrecion normal de
gonadotrofinas hipofisarias (Hillier, 2001). Sin embargo, los pulsos secretores de
gonadotrofinas varian durante el ciclo estral aumentando en la fase folicular y
disminuyendo en la fase Iutea del ciclo. Estas variaciones demuestran el efecto estimulador
(retroalimentacion positiva) e inhibidorrgtroalimentacion negativa) que ejercen las
hormonas ovaricas sobre el eje hipotalamo-hipofisario originando como consecuencia los
ciclos reproductivos.

La accion de las hormonas ovaricas en el hipotalamo determina dos tipos de
secrecion de las gonadotrofinagriica’ (region arqueada), manteniendo niveles basales,

y “ciclica’ (region predptica anterior), que es la secrecion en formaide™de LH y en

menor medida de FSH. La Figura 5 muestra las interacciones que se producen entre el
hipotalamo, la hipofisis y el ovario durante el ciclo estral. Al comienzo de la fase folicular,

los foliculos inmaduros secretan pequefas cantidades de estrogenos que inducen un efecto
de retroalimentacion negativa en el hipotalamo e hipdfisis, provocando la secrecion ténica
de FSH y LH (Hafez, 1987). Cuando uno de los foliculos alcanza la fase de foliculo
preovulatorio, el aumento sostenido de los niveles circundantes de estrogenos estimula el
centro ciclico (retroalimentacion positiva) produciéndose la secrecion del “pico de LH”.
Este pico desencadena la maduracion final, ovulacion y la luteinizacion de la estructura
folicular remanente, con la consecuente formacién del cuerpo Iuteo. Ademas, los foliculos
en crecimiento secretan grandes cantidades de inhibina, que actia en la hipofisis
inhibiendo la secrecion de FSH, sin alterar la secrecién de LH, produciéndose la atresia de
los restantes foliculos (Bo y Caccia, 2003). La razoén por la cual el foliculo dominante
puede crecer con niveles bajos de FSH mientras que los subordinados se atresian, puede
estar relacionado con la sintesis de RLH en las células de la granulosa del foliculo
dominante (Ginther y col., 1996). Todos los foliculos poseen RLH en las células de la teca
y de receptores de FSH (RFSH) en las células de la granulosa (Ireland y Richards, 1978)
pero unicamente el foliculo dominante adquiere RLH en las células de la granulosa. La LH
se unird a los receptores de las células de la granulosa estimulando una mayor produccion
de estrogenos que le permitira al foliculo seguir creciendo aunque disminuyan los niveles

de FSH circulante.

14
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Figura 5: Regulacion del ciclo estra Esquema que ilustra en forma general, las interacc
hormonales entre el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Modificado de Fernandez Sanchez,

2008b).

La ovulacion determina el final de la fase folicular y el comienzo de la fase latea
del ciclo. En esta fase del ciclo, la elevada concentracion de progesterona, producida por el
cuerpo lateo, junto con la baja concentracion de estrogenos, originan nuevamente la

retroalimentacion negativa de forma que las gonadotrofinas disminuyen a los niveles

basales.
Finalmente, la lutedlisis o regresion del cuerpo lateo se produce por la secrecion de

PG, concretamente de PGF2wor el endometrio uterino no gestante, provocaralo |
disminucién en los niveles sanguineos de progesterona al mismo tiempo que se inicia un

nuevo ciclo (Pederson, 1970; Labadia Mazuecos, 1995; Richards y col., 2000).
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1.1.7.3- Dindmica folicular durante el ciclo estral

El proceso de crecimiento continuo y regresion de foliculos antrales que conduce al
desarrollo del foliculo preovulatorio se conoce como dindmica folicular y se refiere al
crecimiento de dichas estructuras en oleadas u ondas. Durante un ciclo estral pueden
ocurrir una o mas ondas (Lucy y col., 1992). En cada onda folicular un grupo de foliculos
es reclutado para abandonar el estado de quiescencia e iniciar el proceso de crecimiento.
De este conjunto, uno es seleccionado y finalmente se convierte en foliculo dominante,
mientras que el resto de los foliculos (foliculos subordinados) sufren atresia. Por lo tanto el
foliculo dominante de la dltima onda folicular en un ciclo estral esta destinado a ovular
(Savio y col., 1990).

En el bovino, el desarrollo folicular durante el ciclo estral ocurre con mayor
frecuencia en un patron de dos o tres ondas (Knopf y col., 1989). El nimero de ondas de
crecimiento folicular durante el ciclo estral esta determinado por la longitud de la fase
luteal; si la progesterona declina mientras el foliculo dominante de la segunda onda esta en
la fase de crecimiento posdesviacion o en su fase estéatica temprana (3-4 dias después de su
desarrollo maximo) este foliculo ovularg; sino sufrird atresia y se originard una nueva onda
(Taylor y Rajamahendran, 1991; Lucy y col., 1992; Lucy, 2007). En los ciclos estrales de
dos o tres ondas, la emergencia de la primera onda folicular, ocurre generalmente alrededor
del dia de la ovulacion. La emergencia de la segunda onda ocurre en el dia 9-10 para los
ciclos de dos ondas y el dia 8-9 para los de tres ondas. En los ciclos de tres ondas, la
tercera onda emerge en el dia 15-16 (Figura 6).

Si bien aun no se han dilucidado todos los factores que afectan el desarrollo
folicular, factores como el nivel nutricional, estrés calorico y estacionalidad pueden
modificar el patron de ondas foliculares (Murphy y col., 1991; Adams y Pierson, 1995;
Zeitoun y col., 1996).

Independientemente de la especie y del nUmero, cada onda folicular tiene tres fases
(Armstrong y Webb, 1997):

1) Reclutamiento ciclico: en la que un grupo de foliculos antrales adquiere la

habilidad para responder a las gonadotrofinas y empieza a crecer rapidamente;
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2) Seleccion: en la que un grupo de foliculos es escogido para escapar del proceso de
atresia y continuar creciendo;

3) Dominancia: en la que un foliculo se desarrolla de forma mas rapida que el resto,
suprimiendo el crecimiento de los subordinados e impidiendo el reclutamiento de un nuevo

grupo de estructuras foliculares.
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Figura 6: Representacién esquematica de la dinamica folicular en bovin Durante el ciclc

estral de la vaca regularmente ocurren 2 o 3 ondas foliculares. En cada onda, un grupo de
foliculos es reclutado para que inicien el proceso de crecimiento. De este conjunto, uno o varios
son seleccionados y finalmente uno de ellos se convierte en dominante, el resto sufre atresia, en
tanto que el foliculo dominante de la dltima oleada est4 destinado a ovular (Espinoza-
Villavicencio y col., 2007).

1.1.7.3.1- Reclutamiento ciclico

El reclutamiento ciclico tiene inicio después de la llegada a la pubertad como
resultado de un aumento en los niveles de FSH circulante durante cada ciclo estral en el
gue un grupo de foliculos antrales es rescatado del proceso de atresia (Adams y col., 1992).
En este momento, los foliculos han completado su crecimiento, adquirido la zona pellcida
y se encuentran competentes para reanudar la meiosis. De este modo, durante el

reclutamiento ciclico, solo un nimero limitado de foliculos sobrevivira, mientras que el
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resto entrard en atresia (Handel y Eppig, 1997; Trounson y col., 1998; McGee y Hsueh,
2000).

1.1.7.3.2- Seleccién y dominancia folicular

La seleccion folicular ocurre al final de la fase comun de crecimiento del grupo de
foliculos reclutados en cada onda folicular. El foliculo dominante seleccionado crece a una
tasa constante y el resto de los foliculos subordinados sufren atresia o temporalmente
crecen a una velocidad menor y posteriormente dejan de hacerlo. A este fendmeno se lo ha
denominado desviacion (Ginther y col., 1997).

Por muchos afios se consideré que el mecanismo de seleccidon folicular estaba
regulado Unicamente por factores endocrinos, hoy se sabe que antes que los cambios en las
concentraciones hormonales se hagan evidentes y mucho antes de que los cambios de
tamafio sean visibles a través de la exploracion ultrasonografica, el mecanismo de
seleccion esta determinado por mecanismos intraovaricos. Algunos eventos bioquimicos en
el interior del foliculo aseguran la futura dominancia de la estructura seleccionada (Beg y
Ginther, 2006). Es posible que la LH esté involucrada en el proceso de seleccién, ya que
los sucesos de desviacion de tamafio y aumento de LH ocurren simultdneamente (Adams y
col.,, 2008). Ademas el foliculo dominante expresa mas receptores para LH que los
subordinados. EIl foliculo dominante a comparacién de los subordinados, presenta
concentraciones mayores de estradiol en el liquido folicular (Ginther y col., 1997; Adams y
col., 2008), del factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I) libre (debido a la
disminucién de las proteinas ligadoras de IGF) (Armstrong y Webb, 1997; Beg y col.,
2002), activina-A e inhibina-ACampbell y Baird, 2001; Knight y Glister, 2001), factores
angiogénicos y otros factores intrafoliculares (Ireland y col., 2004) antes del desvio
folicular, es decir, antes que la dominancia se haga evidente ecograficamente. En cambio,
la concentracion de progesterona intrafolicular recién es mayor en el dominante luego de
producido el desvio folicular, deduciéndose que la progesterona no participa en el proceso
de desviacion folicular ya que es similar en subordinados y dominantes en el momento en
que los foliculos divergen. Por otro lado, Donadeu y Ginther (2002) demostraron que la

concentracion de androstenediona)(é@s similar en los subordinados y en el dominante, lo
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qgue lleva a suponer que la disminucion de estrogenos en los foliculos subordinados no es
por falta de androgenos. La mayor concentracion dee&iffdiol que se observa en el
foliculo dominante podria deberse a un mecanismo intrafolicular que amplifica el estimulo
de FSH regulado por IGF (Rivera y Fortune, 2003). El foliculo dominante tiene a su vez un
sistema de retroalimentacion positivo de auto-amplificacion establecido por un mecanismo
compuesto por el 17@stradiol y el factor transformador de crecimieifito(TGH3)
(sintetizado por la teca interna) que interactia con FSH, para aumentar el numero de
células de la granulosa y acrecentar la actividad de la enzima aromatasa (CyP19) (Gigli y
col.,, 2006). Por otra parte, la alta produccién de inhibina producida por el foliculo
dominante actia localmente (accion paracrina) inhibiendo el desarrollo de los foliculos
subordinados y en forma endocrina, por un mecanismo de retroalimentacion negativo
inhibiendo la liberacion de FSH a nivel de la hipdfisis (Gigli y col., 2006). Esta
disminucién de FSH no afecta al foliculo dominante por poseer el sistema de amplificacion
mencionado previamente. Ademas, el foliculo dominante es mas eficiente en la obtencion
de nutrientes y factores de crecimiento por contar con mayor desarrollo de vasos
sanguineos (Redmer y Reynolds, 1996; Aerts y Bols, 2008b).

Las gonadotrofinas tienen la accidén fisiolégica de regular la proliferacion,
diferenciacion y esteroidogénesis de las células que componen la pared folicular, actuando
los factores de crecimiento, especialmente el sistema IGF y eésirdtliol, como
potenciadores y amplificadores de la accién de FSH (Aerts y Bols, 2008a,b; Silva y col.,
2009).

1.2- Hormonas gonadotroficas y sus receptores

Las hormonas FSH y LH sintetizadas por la adenohipdéfisis cumplen un papel
relevante en el control neuroendocrino del ciclo estral. La FSH es la responsable del
proceso de esteroidogénesis ovarica, crecimiento y maduracién folicular, y la LH
interviene en el proceso de esteroidogénesis ovarica, ovulacién, formacién vy

mantenimiento del cuerpo lateo. Las acciones biologicas de las hormonas gonadotroéficas
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sobre las células del ovario son mediadas a través de su unién a receptores especificos
localizados en la membrana plasmatica (Kawate, 2004).

Las células de la granulosa en los foliculos primarios y secundarios que estan en las
primeras fases del desarrollo, antes de la formacién del antro, expresan principalmente
RFSH. En estos foliculos preantrales la union de LH a su receptor especifico esta
confinada a las células de la teca (Xu y col., 1995; Kronenberg y col., 2009). Ademas, se
ha demostrado que el ARNm codificante para el RFSH se encuentra presente en células de
la granulosa de los foliculos terciaros de ovarios bovinos, mientras que la expresion del
RLH en las células de la granulosa solo se observa en los foliculos preovulatorios (Xu y
col., 1995; Bao y Garverick, 1998; Luo y Wiltbank, 2006). En la Figura 7 se muestra de
manera esquematica lapeesion de los receptores de las hormonas gonadotréficas hipofisarias

durante el ciclo estral.

100 { B ARNm de RLH
B ARNm de RFSH

Unidades arbitrarias
S

0.

Figura 7: Expresion de los receptores de las hormonas gonadcficas hipofisarias FSH y

LH durante el ciclo estral. La maduracion folicular se indica mediante el desarrollo del foliculo
primario a foliculo preovulatorio. EI esquema representa el nivel de expresion del receptor de
FSH y de LH en ratas. Escala arbitraria 0-100 U (Modificado de Simoni y col., 1997).

La expresion de RLH y su ARNm en células de la granulosa es inducida por la
accion conjunta de los estrégenos y de la FSH (Xu y col., 1995). Estudios previos
sugirieron que la regulacion del ARNm del RFSH estaba gobernada por los niveles de

estrogenos y FSH, sin embargo estudios recientes proporcionan una fuerte evidencia que el
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receptor de andrégenos activado por su ligando causa un aumento en la expresién de RFSH
en células de la granulosa (Luo y Wiltbank, 2006).

Los RFSH y RLH son miembros de la superfamilia de los receptores acoplados a la
proteina G, mostrando una homologia en sus dominios de transmembrana e intracelular
(Griswold y col., 1995; Kronenberg y col., 2009). Sin embargo, a diferencia de la mayoria
de los miembros de esta gran familia presentan un dominio extracelular inusualmente largo
responsable de la union a ligando (Tsai-Morris y col., 1990; Xie y col., 1990; Braun y col.,
1991).

En cuanto a la secuencia gendémica de los receptores de gonadotrofinas presentan
complejas estructuras intron-exon y es de gran longitud, a diferencia de la mayoria de los
genes de los receptores acoplados a la proteina G que presentan pequefios intrones
(Segaloff y col., 1990; Simoni y col., 1997; Tena-Sempere y col., 1999). En ratones el gen
RLH estd compuesto por 11 exones y 10 intrones, mientras que el gen RFSH contiene 10
exones y 9 intrones. El dominio extracelular esta codificado en su mayoria por los exones 1
al 10 en el RLH y por los exones 1 al 9 en el RFSH, mientras que en ambos genes, el
altimo exon codifica para las regiones de transmembrana e intracelulares, como asi
también para una pequefia porcion del dominio extracelular contigua a la membrana
plasmatica. Una organizacion genomica tan compleja favorece el procesamiento de los
transcriptos primarios mediante mecanismos moleculares alternativos. En efecto, a pesar
de la presencia de conformaciones unicas de receptores funcionales en las células diana, se
ha demostrado la presencia de multiples transcriptos de ARNm de los receptores de
gonadotrofinas en todas las especies, incluyendo los bovinos (Segaloff y col., 1990;
Simoni y col., 1997; Tena-Sempere y col., 1999). La accion biologica de los diversos
transcriptos de ARNm aun no estd completamente caracterizada. Sin embargo, estudios
recientes sefialan la importancia de la expresion simultdnea de mdltiples isoformas de los
receptores con la capacidad de modular la funcién del holoreceptor (Vu-Hai y col., 1992;
Sairam y col., 1996; Simoni y col., 1997; Tena-Sempere y col., 1999). Los mecanismos
moleculares que llevan a la generacion de diferentes transcriptos pueden deberse a distintos
lugares de inicio de la transcripcion, diferentes sitios de poliadenilacion o por procesos de
splincing alternativo (Simoni y col., 1997). En general, cambios en la expresion de varios
transcriptos durante la regulacion negativa (down-regulation) y la regulacion pagiva (

regulation) de RLH y de RFSH siguen un patron similar en varios modelos
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experimentales. Sin embargo, queda por determinar si los diversos transcriptos son
regulados de manera diferente durante el desarrollo folicular (Xu y col., 1995).

Las alteraciones del gen de RFSH han sido incluidas en la busqueda de causas de
infertilidad (Whitney y col., 1995; Simoni y col., 2002; Jun y col., 2006). Aittomé&ki y col.
(1995) reportaron una mutacion inactivante localizada en el dominio extracelular del
RFSH que ocasiono el sindrome de resistencia caracterizado por génadas no funcionales y
amenorrea primaria en humanos. Esto evidencia que una mutacion puede inactivar
parcialmente el RFSH causando regresion del foliculo antral o de estadios posteriores de
crecimiento folicular (Perez Mayorga y col., 2000; Gerasimova y col., 2010). Mdltiples
mutaciones constitutivas que causan enfermedad en humanos se han encontrado en la

porcion extracelular del RLH (Dufau, 1998).

1.3- Hormonas esteroides y sus receptores

1.3.1- Caracteristicas generales

Los esteroides sexuales juegan un rol importante en el crecimiento y la
diferenciacion de los tejidos reproductivos y en el mantenimiento de la fertilidad. El
precursor comun de todas las hormonas esteroideas es el colesterol, el cual es transformado
en las distintas hormonas mediante una serie de pasos enzimaticos altamente regulados
(Drummond, 2006). La sintesis de hormonas esteroides se muestra esquematicamente en la
Figura 8.

Ademas de actuar de manera endocrina sobre estructuras distantes del ovario, los
esteroides producidos por células foliculares o por células del cuerpo luteo también actiian
a nivel local dentro de los foliculos o del cuerpo luteo como agentes paracrinos/autocrinos
(Berisha y col., 2002).
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Figura 8: Esquema de la sintesis de hormonas esteroides sexuales LH, a través de su
receptor en la superficie de las células tecales, estimula la sintesis de andrégenos (androstenediona)
en el foliculo en crecimiento. Esto requiere la conversion inicial de la enzima que cliva la cadena
lateral del colesterol (Cholesterol side-chain enzyme). Dentro de las células tecales, la
pregnenolona es convertida a progesterona y luego a androstenediona mediante la actividad de las
enzimas 3fhidroxiesteroide deshidrogenasa43g8D) y 17ahidroxilasa (P45Q,). Las células de

la granulosa carecen de la enzima R45fequeridas para producir andrégenos, por lo que
dependen del pasaje de los androgenos derivados de la teca a través de la membrana basal. En esta
cooperacion celular se sustenta el modelo de "dos células, dos gonadotrofinas”. La FSH actua sobre
las células de la granulosa para estimular la conversion enzimatica de androstenediona y
testosterona a estrona y &gtradiol, mediante la P450 aromatasa (P450arom) y I§-17
hidroxiesteroide deshidrogenasa (#H8D), respectivamente. Con la ovulacion, las cantidades
relativas y las actividades de las enzimas esteroidogénicas se vuelven a modificar y cambian hacia
la sintesis de progesterona (Adaptado de Kimura y col., 2007).

Las hormonas esteroides llevan a cabo sus funciones biolégicas a través de su
interaccidn con receptores especificos intracelulares, los cuales son miembros de la
superfamilia de factores de transcripcion regulados por ligando (Conneely, 2001). Estos
receptores presentan una estructura modular y estan formados por diferentes regiones que
corresponden con dominios funcionales autonomos (Figura 9). Un receptor esteroide tipico

contiene (Aranda y Pascual, 2001):

1. Region A/B: Situada en el extremo NHerminal, es la regidon mas hipervariable,

tanto en tamafio como en secuencia de aminoacidos como consecuencia del empalme
alternativo (del inglés: alternative splicing) y del uso de promotores diferenciales. En
muchos casos, esta region cuenta también con un dominio de transactivacion

denominado AF-1 cuya accion es independiente de la presencia de ligando.
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2. Region C o Dominio de union al ADN (del inglés: DNA binding domain: DBD):

Es una zona altamente conservada formada por un motivo estructural denominado
“dedos de Zinc” que interacciona con secuencias de ADN especificas identificadas
como elemento de respuesta a hormounias$ iglés: Hormone Response Elements

HRE). En esta misma region se encuentra una zona de dimerizacion del receptor.

3. Region D: Es una region variable denominada bisagra que se encuentra entre el
DBD y el LBD permitiendo a los receptores nucleares adoptar diferentes
conformaciones. En muchos casos, mutaciones de varios residuos en el dominio D

inhiben la interaccion con proteinas correpresoras.

4. Region E o Domino de union a ligando (del inglés: ligand-binding domain:

LBD): Se encuentra ubicada en la region COOH-terminal. EI LBD contiene una region

de localizacién nuclear, regiones de homo y heterodimerizacién, sitios de unién para
las chaperonas y un dominio de transactivacion dependiente de ligando denominado
AF-2. Las regiones AF-1 y AF-2 pueden activar la transcripcion de manera

independiente o sinérgica dependiendo del contexto celular y del promotor.

5. Region F: Situada en la region COOH-terminal del domino LBD en muchos de los
receptores nucleares. Esta region no esta bien conservada y su funcion no es clara. Sin
embargo, hay indicios de que la region F podria ayudar al reclutamiento de

coactivadores a la region E.

En ausencia de hormona, los receptores esteroides se encuentran secuestrados en

heterocomplejos que contienen proteinas de choque térmétoinglés: Heat Shock

Proteins HSP) como HSP90, HSP56, HSP70, inmunofilinas y otras chaperonas (Brosens,

2004). Una vez unido a su ligando, los receptores experimentan una serie de eventos,

incluyendo cambios conformacionales, disociacion del complejo de proteinas de choque

térmico, dimerizacion, fosforilacion, y translocacion nuclear, o que permite unirse a HRE

en las regiones promotoras de genes diana. La union del receptor de esteroides a su HRE es

seguida por el reclutamiento de proteinas correguladoras y del aparato general de

transcripcion (Gao y col, 2002). Dependiendo del tipo de célula y del contexto del
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promotor, el receptor unido al ADN en el promotor de genes diana modula la tasa de

transcripcion de los respectivos genes, lo que da como resultado la elaboracion de la
respuesta fisiologica de la célula blanco (Gao y col., 2002; Brosens, 2004). En ausencia de
ligando, los receptores se ubican en el nucleo y/o citoplasma y la cantidad presente en el

citoplasma depende del tipo de receptor (DeFranco, 2002).

N~ NN Y T

NTD DBD Bisagra LDB
Activacion Transcripcional AF-2
Traslocacion Nuclear
Dimerizacion [ [
Unién a DNA [
Unioén a hsps-Chaperonas |
Unién a Coactivadores [ ] [ [

Unién Correpresores

Figura 9: Dominios funcionales de un receptor nuclear de hormonas esteroic Se
destacan los dominios que componen las proteinas (Modificado de Noriega Reyes y Langley
McCarron, 2008).

1.3.2- Progesterona

La progesterona, mediante sus receptores, juega un rol crucial en la ovulacion,
implantacion y mantenimiento de la prefiez (Graham y Clark, 1997; Ogle y col., 1998). Los
receptores de progesterona (RP) comprenden al menos tres isoformas que se originan del
mismo gen (Figura 10). La isoforma RP-A es una forma truncada de RP-B originada de un
sitio de comienzo de transcripcion diferente, a la cual le faltan 164 aminoacidos de la
region de transactivacion NHerminal de RP-B (Kastner y col., 1990). En general, RP-B
es un potente transactivador y RP-A es un inhibidor dominante de RP-B y de otros
receptores nucleares (Tung y col., 1993; Vegeto y col., 1993). Por otro lado la isoforma
RP-C es otro producto NHerminal truncado, pero es mucho mas pequefio que RP-A
(Wei y Miner, 1994). En particular esta isoforma, presenta un sitio de union a la hormona
pero solo posee el segundo dedo de zinc del dominio de unién al ADN, y por lo tanto no

25



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Introduccion

interactla directamente con el ADN. De este modo RP-C puede actuar como un supresor
selectivo de la accion de la progesterona mediante la unién de la hormona en la fraccion
citosolica reduciendo la union de esta a los receptores activos (Wei y Miner, 1994).

La expresion de las distintas isoformas esta conservada en roedores y humanos, y se
superpone espacial y temporalmente en los 6rganos reproductivos de la hembra (Conneely,
2001; Gava y col., 2004). Sin embargo, la relacion de las isoformas individuales varia en
estos 6rganos como consecuencia del desarrollo, de los niveles hormonales y durante la
carcinogeénesis (Conneely y col., 2002; Jo y col., 2002; Van den Broeck y col., 2002a). La
expresion de los RP es inducida por los estrégenos en la mayoria de los tejidos blanco y
declinan en respuesta a la progesterona. En los foliculos preovulatorios maduros, la LH
induce la expresion de RP en las células de la granulosa. La importancia de los RP en la
fertilidad de la hembra esta subrayada por la infertilidad en los ratommek Out(KO)
para RP (Lydon y col., 1995). Si bien los ratones muestran histolégicamente ovarios
normales, estos fallan en ovular aun luego de una estimulacion exdégena, como lo indica la
presencia de foliculos preovulatorios intactos en el ovario y la ausencia de ovocitos en el

oviducto y cuernos uterinos (Lydon y col., 1995; Gava y col., 2004).

1.3.3- Andrdogenos

Los androgenos también juegan un rol esencial en el desarrollo y funcién normal de
los tejidos reproductivos femeninos (Gao y col., 2002). Los andrégenos ovaricos,
incluyendo testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT), g@x producidos por células de
la teca y ejercen su accion a través de su interaccion con los receptores de andrégenos
(RA) localizados en células de la granulosa, células estromales y ovocitos (Orisaka y col.,
2009). Hasta el momento se han descripto dos isoformas: RA-A, de 87 kDa, y RA-B, de
110 kDa (Figura 10), que son sintetizadas a partir del mismo gen. Estos subtipos de
receptores resultan de sitios alternativos en el inicio de la traduccion a partir de un mismo
ARNmM (Conneely, 2001) o a partir de la transcripcion alternativa desde dos promotores
distintos (Wilson y McPhaul, 1994; Takeo y Yamashita, 1999; Brinkmann, 2001). La
diferencia entre ambas isoformas es que el RA-A es una forma truncada del RA-B, es

decir, la proteina RA-B contiene una secuencia adicional de aminoacidos en la region
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NH,-terminal (Gao y col, 2002). Estudios realizados en ratones KO para el gen RA
mostraron individuos con ciclos estrales normales pero mas largos y que presentaban
reducida fertilidad (Zhou, 2010). Estos mismos ratones exhibieron ovarios con una
marcada reduccién en el numero de cuerpos liteos presentes en los ovarios, indicando que
la foliculogénesis normal requiere de la accion de andrégenos a través de su union con los
RA (Hu y col., 2004; Walters y col., 2008).

La expresion de RA es mayor en células de la granulosa de foliculos pequefios,
preantrales y antrales tempranos, planteando la posibilidad que los andréogenos son
importantes reguladores paracrinos del crecimiento folicular durante la transicion de
foliculos preantrales a foliculos antrales tempranos. A pesar que los andrégenos han sido
implicados como inhibidores del desarrollo folicular antral (Orisaka y col., 2009), se ha
comprobado que los androgenos aumentan la expresion de los RFSH y potencian los
efectos estimulantes de FSH sobre el crecimiento folicular, la proliferacion de las células
de la granulosa y la actividad de la enzima CyP19. El aumento de los niveles de
andrégenos, asi como una mayor relacion androgenos:estrogenos en el liquido folicular en
los foliculos antrales atrésicos en relacion a foliculos antrales sanos, puede reflejar una
disminucién de la capacidad de aromatizacion cuando las células de la granulosa
degeneran. Westergaard y col. (1986) han reportado que altos niveles de andrégenos en el
liquido folicular humano no es por si solo un marcador de atresia folicular, sino que refleja
el estado de desarrollo folicular. Ademas, estos autores demostraron que en foliculos
antrales tardios (>6mm de didmetro), el medio hormonal intrafolicular fue
predominantemente androgénico cuando los foliculos estaban atrésicos. Contrariamente, en
los foliculos sanos predominan los estrogenos, mientras que en foliculos antrales
tempranos (sanos Yy atrésicos) prevalecieron siempre altos niveles de androgenos. Por otro
lado, estudio#n vitro con células de la granulosa evidenciaron que el modo de modulacion
androgénica sobre la accién de FSH cambi6 de estimular a inhibir en estados avanzados de
desarrollo folicular. Por lo tanto, los efectos de los andrégenos sobre el desarrollo de los
foliculos antrales es muy compleja y depende del momento del desarrollo, a diferencia de
los claros efectos estimulatorios sobre los foliculos preantrales (Yang y Fortune, 2006).

Por otro lado, la expresién de RA es influenciada por factores secretados por el
ovocito en estados avanzados de desarrollo folicular, mostrando variaciones incluso dentro

de las diferentes zonas de la capa de células de la granulosa habiéndose encontrado una
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disminucién en la inmunomarcacion de RA en las células de la granulosa contiguas al
antro folicular, mientras que en las del cimulo ovigero se observo una intensa marcacion.
Esto implica que dentro del ovario la expresion de RA puede jugar un importante rol en los
mecanismos de control local durante el desarrollo folicular (Wilson y McPhaul, 1994).
Resumiendo, los cambios espaciales y temporales del patron de expresion de RA, el
estado del desarrollo folicular y posiblemente la concentracion de androgenos durante el
crecimiento folicular juegan roles importante en la regulacion de los mecanismos intra y

extraovaricos determinando en ultima instancia el destino folicular (Walters y col., 2008).

1.3.4- Estrogenos

Los estrdgenos son hormonas esteroides que regulan el desarrollo, diferenciacion y
funcién en una gran variedad de tejidos. El tipo de estrégeno presente varia de acuerdo a
las especies siendo generalmente el-dstpadiol el dominante. Sus efectos biologicos
estan mediados por los receptores de estrogenos ¢REP (Nilsson y Skinner, 2001;
Bjornstrom y Sjoberg, 2005). Ambos subtipos del RE (Figura 10) se unen-asttdgiol
con alta afinidad y especificidad. Si bien el REomparte muchas caracteristicas
fundonales con el R& los mecanismos moleculares que regulan su adfivida
transcripcional y la localizaciéon tisular son distintos para ambos (Kuiper y col., 1996;
Wang y col., 2000a). Es sabido quedjEega un papel crucial en los procesos fisiolégicos
dd aparato genital de la hembra. Se ha demostrado que el patrén de expresion de ambos
subtipos en los distintos compartimientos uterinos son similares, sin embargo los niveles
tanto del ARNm como de la proteina del REon mucho menores que los deldRE
(Saunders y col., 1997; Matsuzaki y col., 1999; Wang y col., 1999, 2000a).

En los mamiferos, la expresiéon del subtipooRda particular en el ovario es casi
exclusivo de las células de la teca interna, glandulas intersticiales, epitelio germinal y
células del estroma; habiendo diferencias importantes entre los autores con respecto a su
expresion en las células de la granulosa, en las diferentes especies e inclusive dentro de la
misma especie (Wang y col., 1999, 2000a; Pelletier y col., 2000; Rosenfeld y col., 2001;
Van Den Broeck y col., 2002b).
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En el ovario, el RE es el subtipo de receptor predominante y los nivdkes
proteina de este receptor son variables durante el ciclo estral (Hiroi y col., 1999; Rosenfeld
y col., 1999). Este subtipo se expresa principalmente en las células de la granulosa.
Ademas, el ARNm del REse expresa mas en los pequefios foliculos en désayrol
menos en los grandes foliculos debido a la habilidad de las gonadotrofinas de inhibir la
expresion génica de REKuiper y col., 1996; Byers y col., 1997).

Enalgunas especies, el gend&e expresa en las células de la granulosa cuando se
aplica sobre ellas un estimulo inductor de diferenciacién (Yang y col., 2002). Si bien las
células de la granulosa son sitios primarios de la expresion gldd&&bexpresion de este
con una relativamente alta expresion delodR&n las células de la teca e intersticiales
sugeren que ambos subtipos deben ser necesarios para el normal funcionamiento ovarico
(Yang y col., 2002).

En respuesta al advenimiento del pico preovulatorio de LH se ha observado que la
expresion del R& aumenta y la del REdisminuye (Fitzpatrick y col., 1999; Sharma y
col.,, 1999). Fitzpatrick y col. (1999) también documentaron que la expresion ffle RE
disminuyé marcadamente luego de la administracion de gonadotrofina corionica humana
(hCQG).

Los patrones temporales de expresion para ambos receptores durante el ciclo estral
con relacion a los niveles de estrogenos y progesterona sugieren que los esteroides
ovaricos tienen un rol regulador dominante sobre su expresion con respecto a las
gonadotrofinas hipofisarias (Roy y Kole, 1995). Al menos parte de la expresion del RE
inducida por FSH podria estar mediada por los estrégenos; sin embargo, la progesterona
influiria negativamente sobre la expresion de estos receptores. El efecto inhibitorio de la
progesterona sobre la expresion del RE puede verse por los bajos niveles de ambos
receptores en el momento en que la progesterona incrementa significativamente sus niveles
(Roy y Kole, 1995). A la luz de los efectos inhibitorios de la progesterona sobre la
expresion proteica y del ARNm del RE, las diferencias entre la expresion flgl &&

REo pueden explicarse por una mayor sensibilidad delogencodifica para el REa la
presencia de progesterona debido a que el gennREEomienza a expresarse en tanto los
niveles de esta hormona no bajan hasta niveles basales (Roy y Kole, 1995). Por el
contrario, el gen Ric puede ser menos sensible a los efectos estimulaete®s

estrogenos, ya que no se inicia la transcripcion hasta que los niveles de esta hormona son
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elevados. Por otro lado, el gen que codifica para gld8Emas sensible a los efectos de los
edrégenos ya que los efectos de la progesterona son revertidos ni bien comienzan a
aumentar los niveles de estroégenos.

Si bien ambos receptores tienen aparentemente la misma afinidad por los
estrogenos, considerando los patrones de expresion espacio-temporales diferentes de los
dos subtipos en las células foliculares y no foliculares, es probable que haya una regulacion
diferencial de los estrégenos sobre la funcion celular (Enmark y col., D9®%&seleer y
col., 2009.

Ademaéas, Rk y REB pueden formar heterodimeros en las células blanao. L
transcripcion génica mediada por RE envuelve la union del homodimero receptor-ligando
con el HRE, sin embargo, los RE también median la transcripcion a través del elemento
mejorador de respuesta AP1 que depende de la union con un ligando, asi como también de
factores de transactivacion de AP1, tales como Fos y Jun (Gaub y col., 1990; Umayahara y
col., 1994). Paech y col. (1997) han demostrado que si bien la unién del complejo
estrogenos-Réctanto al sitio HRE como al sitio AP1 estimula langeripcion, la union del
complejo estrogenos-BESolo estimula la transcripcion al unirse al sitioEHRientras que
la unidn del complejo estrogenos{R& sitio AP1 inhibe la transcripcion.

Cabe destacar que para ambos subtipos de receptores existen varias isoformas de
ARNmM obtenidos por empalme alternativo, muchas de las cuales han sido detectadas solo
en condiciones patoldgicas (Okada y col., 2005).

En resumen, el nivel relativo de expresion y los distintos modos de sefializacién de
los dos subtipos de receptores en las células foliculares durante la foliculogénesis pueden

ser un modulador importante de la respuesta celular a los estrégenos.
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Figura 10: Estructura de los receptores de hormonas esteroid Modificado de Oursler
col, 1996.
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1.4- Proteinas Correguladoras

Los receptores de hormonas esteroides llevan a cabo sus multiples funciones
transcripcionales mediante el reclutamiento de una serie de proteinas reguladoras positivas
y negativas, conocidas como coactivadoras o correpresoras, respectivamente (Figura 11).
En este sentido, se define coactivadores como moléculas que interactian con los receptores
nucleares en una manera dependiente de ligando (Gao y col.,, 2002) y activan la
transcripcion geénica. Analogamente, los correpresores de receptores nucleares se
denominan a aquellos factores que interactlan con los receptores nucleares regulando
negativamente la tasa de transcripcion en sus genes diana (McKenna y col., 1999). Estos
cofactores reguladores no son exclusivos de los receptores nucleares, sino que son
utilizados, de una manera similar, por muchos otros factores de transcripcion de unién al
ADN (Perissi y Rosenfeld, 2005; Wu y col., 2005).

Histons arginimes

methiyttra ==
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ATP-dependent Frda and RHA
chmomatin remocslimg Hstone acstyhransfarsas Proceasing Mediator

! | Y |
: S, ATP-cependent
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SWISNE chrormatin remaodalling
|

Historms deacstylass

Figura 11: Complejos de coactivadores y correpresores requeridos para la regulaci
transcripcional mediada por los receptores nuclearesLa regulacién de la maquinaria
general de transcripcion requiere de un gran namero de proteinas correguladoras que presentan
varias funciones y actividades enzimaticas. En verde, complejo coactivador. En rojo, complejo
correpresor. Este tipo de esquema es util para destacar los numerosos complejos que participan
en la regulacion mediada por los receptores nucleares (Perissi y Rosenfeld, 2005).
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1.4.1- Proteinas coactivadoras

Los coactivadores, por definicion, no interactian directamente con el ADN pero lo
hacen de manera indirecta a través de su asociacion con factores de transcripcion. Los
coactivadores usualmente se presentan en complejos multiprotéicos que al interactuar con
los factores de transcripcion modifican la cromatina para facilitar la transcripcion, a traves
de mecanismos de remodelacion de cromatina, acetilacion y metilacion de histonas. Tanto
la acetilacion como la metilacion de histonas producen descondensacion de la cromatina
permitiendo la accesibilidad de factores a los promotores y la activacion de la transcripcion
(Aranda y Pascual, 2001; Noma y col., 2001; Qi y col., 2002; Perissi y Rosenfeld, 2005).
Los receptores nucleares también reclutan factores remodeladores de cromatina
dependientes de ATP. Estos complejos utilizan la energia que se produce en la hidrolisis de
ATP para producir un cambio conformacional en la cromatina lo que facilita la interaccién
de factores a sitios de union en la cadena del ADN que no estaban expuestos en un
ambiente heterocromatico (represivo de transcripcion) promoviendo asi el inicio de la
transcripcion (Aranda y Pascual, 2001). Adicionalmente, los coactivadores facilitan el
reclutamiento de la maquinaria general de la transcripcion y estan involucrados en la
activacion de RNA polimerasa Il (Pol II).

En afios recientes se ha encontrado cada vez mas proteinas que modulan
positivamente la actividad de factores transcripcionales mediante otros mecanismos que
incluyen la estabilizacion de los complejos sobre el ADN vy la estabilizacién del ARNm,
asi como regulacion del recambio de complejos proteicos sobre los promotores (Noriega

Reyes y Langley McCarron, 2008).

1.4.1.1- Familia SRC/p160 (del inglés: Steroid Receptor Coactivator)

Esta familia estd compuesta por tres miembros estructural y funcionalmente
relacionados que se denominan SRC-1 (NcoA-1), SRC-2 (GRIP1/NcoA-2/TIF2) y SRC-3
(p/CIP/ACTR/AIB1/RAC3/TRAM-1) (McKenna y col., 1999). EI SRC-1 fue el primer
coactivador de la superfamilia de receptores de esteroides que fue clonado y caracterizado

(Onate y col., 1995; Xu y Li, 2003). SRC-1 es un mediador de la transcripcion comun para
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los receptores nucleares, que funciona a través de su actividad acetiltransferasa de histonas
y sus multiples interacciones con los receptores unidos al ligando. Este coactivador
presenta una amplia gama de especificidad en la regulacion de la activacion de los
receptores nucleares hormono-dependiente, incluyendo la de los RP, RE, RA, receptores
de Glucocorticoides (RG) y receptores de hormonas tiroideas (RT). La eliminacién
selectiva del gen SRC-1 en ratones mostré que este es necesario para la accion eficiente de
las hormonas esteroides, para la accion de los estrogenos y la progesterona en el Gtero y la
glandula mamaria, y para la accion de andrégenos en la prostata y los testiculos (Xu y col.,
1998). La sobreexpresion de SRC-1 y SRC-2 confiere al RA una sensibilidad incrementada
a los efectos estimulantes del crecimiento de los androgenos, incluso en bajos niveles, lo
que contribuiria a la recurrencia en el cancer de prostata luego de la terapia de deprivacion
de andrégenos. El SRC-3 es el mas disimil entre los integrantes de esta familia ya que no
solo activa a los receptores nucleares sino también a otros factores de transcripcién no
relacionados entre los cuales se encuentran las vias del AMPc y de las citoquinas.
Comparado con el amplio rango de expresion que presentan los SRC-1 y SRC-2, el SRC-3
esta restringido en su expresion a pocos tejidos entre los que se encuentran Gtero, ovario,
glandula mamaria y testiculo (Suen y col., 1998, Hussein-Fikret y Fuller, 2005). En ratones
KO para el gen SRC-3 se producen severos defectos en el desarrollo y fallas reproductivas
(Xu y col., 2000). Este mismo corregulador ha sido relacionado con el desarrollo de cancer
en tejidos hormono-dependientes tales como ovario y glandula mamaria. Los transcriptos
de los tres integrantes de esta familia fueron detectados en ovario y Utero de especies
domeésticas incluyendo el bovino (Hlaing y col., 2001).

1.4.2- Proteinas correpresoras

Los correpresores forman parte de complejos multiprotéicos y reclutan
desacetilasas de histonas (HDAC) lo que causa la compactacion de la cromatina evitando
el acceso a factores de transcripcidn criticos sobre la regién promotora de la cadena del
ADN, y asi se ve reprimida la transcripcion. Ademas, pueden translocarse del citoplasma al

nacleo y viceversa, lo que hace suponer que pueden controlar una amplia gama de
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procesos en el desarrollo fisiologico y metabdlico (Noriega Reyes y Langley McCarron,
2008).

En general, los receptores nucleares en ausencia de ligando interactian
preferentemente con proteinas correpresoras reprimiendo la transcripcion. Sin embargo,
algunas excepciones se han identificado, donde correpresores como de€laRgles:
ligand-dependent nuclear-receptor corepre$3s®IP140 (del inglés: receptor-interacting
protein-140) y REA del inglés: repressor of estrogen receptor activiég unen a los
receptores nucleares en una manera ligando dependiente compitiendo y desplazando a los
coactivadores (Perissi y Rosenfeld, 2005; Gurevich y col., 2007). Estos hallazgos indican
la existencia de mecanismos de regulacion especificos que usan procesos similares, pero a
la inversa, para atenuar la funcion de los receptores unidos a ligando. Ademas, se han
descubierto factores correguladores, tales como el complejo de proteinas SVEENF (
inglés: SWitch/Sucrose Non Fermentabbue regulan tanto la activacion como la

represion génica (Perissi y Rosenfeld, 2005).

Existen otros represores que inhiben la actividad transcripcional de los receptores
nucleares mediante diferentes mecanismos. Estos incluyen interrumpir la unién al ADN o
la translocacion al nucleo del receptor, inhibir las interacciones entre los receptores y sus
coactivadores o interrumpir el reclutamiento de la maquinaria basal de transcripcion

(Noriega Reyes y Langley McCarron, 2008).

1.4.2.1- REA

La proteina REA es un correpresor que interacciona especificamente con los RE
suprimiendo selectivamente su actividad transcripcional, pero sin modificar la de los otros
receptores nucleares (Montano y col.,, 1999; Delage-Mourroux y col., 2000). Este
correpresor reprime la actividad de los RE por el reclutamiento de HDAC evitando de esta
manera el acceso a factores criticos sobre la region promotora de genes diana (Noriega
Reyes y Langley McCarron, 2008). Ademas, REA compite por los mismos sitios de unién
al RE con el SRC-1 actuando de este modo de manera anti-coactivador y correpresor
(Montano y col., 1999; Delage-Mourroux y col., 2000). Estudios realizados en ratones KO

para el gen REA mostraron individuos no viables, sugiriendo un rol crucial de REA en
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etapas tempranas del desarrollo. El uso de KO condicionados a ciertos érganos (gen
ausente solo en los 6rganos especificos para su estudio) mostraron que este correpresor
también tiene una accion importante en la regulacion deldRBos 6rganos reproductivos

dela hembra (Park y col., 2005).

1.4.2.2- SMRT

La proteina SMRTdel inglés: Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid
hormone receptojsoriginalmente ha sido identificada por su habilidad de asociarse y
reprimir la actividad transcripcional de los receptores nucleares, demostrandose
posteriormente su habilidad de interactuar con diferentes clases de factores de
transcripcion. Esta proteina se encuentra relacionada con HDAC en grandes complejos
proteicos causando compactacion de la cromatina y la represion de la transcripcion (Jepsen
y Rosenfeld, 2002). Este correpresor interactia con los receptores aun en ausencia de
agonistas (en el caso de RT y Receptores de acido retinoico) o en presencia de antagonistas
(en el caso de los receptores esteroides) (Li y Shang, 2007). La naturaleza de interaccién
con los receptores esteroides es desconocida, ya que se ha demostrado que al unirse a un
ligando antagonista (por ejemplo, tamoxifeno) adopta una conformacion tridimensional
Gnica. El ligando antagonista puede actuar como parcialmente agonista/antagonista o como
antagonista, cuya actividad predominante es determinada por los factores especificos de la
célula y del promotor (Edwards, 2000). En determinadas circunstancias donde el
antagonista exhibe una actividad parcial agonista/antagonista, la sobreexpresion de SMRT
inhibe la actividad parcial agonista. Por lo tanto, la alteracion en la expresion de este
correpresor cambia el balance de los correpresores a coactivadores que estan unidos a los
complejos de transcripcion a través de los receptores esteroides ocupados por antagonistas.
Esto podria determinar si el desenlace es inhibitorio o estimulador y de este modo
determinar la ocurrencia 0 no de resistencia a algunos antagonistas tales como el
tamoxifeno (Edwards, 2000; Gao y col., 2002). La expresion de SMRT se detect6 tanto en
ovarios normales como en tumores ovaricos de diferentes clases (Hussein-Fikret y Fuller,
2005).
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1.4.2.3- LCoR

La proteina LCoR es probablemente uno de los correpresores mas conocidos que
interactlan con los receptores nucleares unidos a ligando para mediar su represion de la
transcripcion (Gurevich y col., 2007). LCoR fue inicialmente caracterizada como un
correpresor de REy posteriormente se demostrd que interactla corannmuia variedad
de receptores nucleares (Fernandes y col., 2003; Gurevich y col., 2007). Los datos de
westerm blot sobre tejido humano revelaron la expresion de LCoR en una amplia variedad

de 6rganos adultos y fetales (Gurevich y col., 2007).

1.5- Enfermedad Quistica Bovina
1.5.1- Definicion

La enfermedad quistica ovariade( inglés:Cystic Ovarian Disease€COD) bovina

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. Los quistes son estructuras dinamicas, descriptos como foliculos anovulatorios
anicos o multiples, localizados en uno o ambos ovarios, que tienen un diametro mayor a
18 mm (mayor al didmetro ovulatorio para la raza), con una persistencia de mas de 6 dias,
en ausencia de tejido luteal, sin tonicidad uterina y con interrupcién de los ciclos estrales
normales (Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005; Vanholder y col., 2006). Sin
embargo, esta definicion clasica debe ser complementada con el concepto de que los
quistes pueden regresar y ser reemplazados por otros; pueden atresiarse o luteinizarse e
inclusive puede producirse la ovulacion en presencia de estas estructuras (Hamilton y col.,
1995; Rutter y Russo, 2000; Pérez y col., 2002; Silvia y col., 2002; Bartolomé y col.,
2005). La presencia de mas de una estructura quistica no es rara, en un estudio realizado
por Silvia y col. (2002) el 47% de las vacas con quistes ovaricos tuvieron dos o mas quistes
en el momento de la deteccién, por lo que ellos consideraron que la condicién poliquistica
es mas frecuente en las vacas con quistes incluso que la aparicion de ovulaciones multiples

en vacas normales.
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1.5.2- Incidencia y prevalencia

La incidencia de COD en vacas lecheras varia entre el 5% y el 10%, habiéndose
hallado proporciones aun mayores (30%) dependiendo del pais, el establecimiento y el
manejo de los animales (Casida y Chapman, 1951; Kesler y Garverick, 1982; Laporte y
col., 1994; Fleischer y col., 2001). Asi mismo, la incidencia también varia de acuerdo a la
cantidad de partos. En estudios hechos por Hackett y Batra (198830) y Fleischer y
col. (2001;n = 2197), la incidencia de COD en el periodo lactacional fue de 5,7% vy 7,4%
respectivamente en vaquillonas, y 18% y 13,7% en vacas multiparas (Hooijer, 2003). Por
otro lado, en Suecia se ha visto que la incidencia se redujo de 11% en 1954 al 3% en 1977,

como resultado de la seleccidon genética (Kesler y Garverick, 1982).

1.5.3- Factores predisponentes en la formacion de quistes ovaricos

Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de quistes ovaricos en

rodeos lecheros. Estos pueden clasificarse en factores generales y factores especificos.

1.5.3.1- Factores Generales

Dentro de este grupo se encuentran factores tales como la herencia, la produccion
de leche, la edad, momento reproductivo, condicion corporal y la estacion del afio. Existen
evidencias del rol de la herencia en la formacién de quistes ovaricos. Se sabe que la
enfermedad se presenta con mayor frecuencia en algunas lineas de sangre de ganado,
aungue su heredabilidad es baja.

La tasa de quistes ovaricos aumenta con la edad y tiene una distribucion variable
segun la estacion del afio (Garverick, 1997). Si bien no se ha demostrado que el
fotoperiodo se relacione con el desarrollo de COD podria actuar como un factor
predisponente, dado los antecedentes en bovinos y en otras especies (Salvetti y col., 2004;

Palomar y col.,, 2007). La mayor frecuencia de la enfermedad en el puerperio es una
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expresion evidente de la disfuncidon endocrina caracteristica de esta etapa delicada de la
vida reproductiva en la vaca.

La condicion corporal de los animales es un factor predisponente importante: las
vacas con una condicion corporal mayor a 4 (escala de 0 a 5) tienen una frecuencia de
2,5 veces superior de presentacion de quistes con respecto a las que poseen una condicion
corporal menor o igual a 3 (Maizon y col., 2004).

Ademas, otros factores que contribuyen en la patogénesis de la COD son la
involucion uterina retardada, los problemas del posparto temprano tales como la cetosis y

la retencion de placenta (Bosu y Peter, 1987).

1.5.3.2- Factores Especificos

Alimentacién: Las raciones ricas en proteinas utilizadas para elevar la produccién de
leche, asociadas a la falta de ejercicio, podrian ser factores importantes en el desarrollo de
la enfermedad. Esta enfermedad es muy comun en hembras de alta produccion y durante la
lactancia temprana. En ese momento, la mayor parte de la energia del animal es destinada
hacia la produccién de leche y requerimientos de mantenimiento, provocando una mayor
vulnerabilidad de la vaca a disturbios endocrinos. Con respecto a los desbalances
metabolicos, se ha sugerido que la resistencia insulinica y la hiperinsulinemia no son
factores relacionados a COD en vacas, teniendo en cuenta que si estan altamente
relacionados con el Sindrome Poliquistico Ovarico (PCOS) que se presenta en la mujer
(Opsomer y col., 1999). Por otro lado, el rol de los fitoestrogenos aun no ha sido
establecido, sin embargo, muchos investigadores han sugerido que el forraje con alto
contenido de componentes estrogénicos podria estar asociado con la presentacién de la
enfermedad (Roberts, 1986).

Infecciones uterinas: Durante el periodo posparto, las hembras bovinas lecheras son
susceptibles a una alta variedad de procesos patoldgicos, incluyendo retencién de placenta,
endometritis, metritis, hipocalcemia, y anestro posparto. Todas estas condiciones han sido

correlacionadas positivamente con la COD (Kesler y col., 1980; Garverick, 1997).
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Es a partir de los trabajos de Bosu y Peter (1987) que se demuestra en forma
evidente que las infecciones uterinas posparto causadas por bacterias Gram (-), capaces de
sintetizar y liberar endotoxinas, estimulan la liberacién de cortisol adrenal suprimiendo de
este modo el pico preovulatorio de LH y consecuentemente conducen a la formacion de
quistes ovaricos foliculares. EI mecanismo a través del cual ocurre esta modulacién es
desconocido, sin embargo las endotoxinas y sus mediadores, tales como las interleuquinas,
son las responsables de la mayoria de los efectos patdégenos. Las interleuquinas inducen la
liberacion de hormona liberadora de corticotrofina (CRH) del hipotalamo vy
consecuentemente de la adrenocorticotrofina (ACTH) de la hipdfisis, 1o que lleva a una
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 una alteracion de
las interacciones hormonales que controlan el funcionamiento normal del ovario (Nakao y
Grunert, 1990).

Estrés: Cualquier factor considerado provocador de estrés estimula al eje hipotalamo-
hipofisario-adrenal, el cual a su vez modula al eje hipotalamo-hipofisario-gonadal
modificando la secrecion de gonadotrofinas. El pico preovulatorio de LH es especialmente
sensible al efecto inhibitorio de la ACTH y glucocorticoides exdgenos en la vaca (Stoebel

y Moberg, 1982; Moberg, 1991; Ribadu y col., 2000). Experimentalmente, la inhibicion
del pico preovulatorio de LH mediante el tratamiento con ACTH result6 en el desarrollo de
quistes ovaricos en bovinos (Refsal y col., 1987; Dobson y col., 2000) y ovinos (Cooke y
Benhaj, 1989). Los glucocorticoides son factores claves que afectan al eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal, y otras hormonas como la ACTH y la CRH juegan un papel
secundario (Moberg, 1991). Ademas de la CRH y los derivados de Ila
proopiomelanocortina (POMC), como ffeendorfina, tienen receptores (MCRS) presentes

en la glandula adrenal y las gbnadas, y podrian actuar como sefiales autocrinas y paracrinas
en la regulacion de la secrecion de gonadotrofinas. Recientemente, se han demostrado la
expresion de los 5 tipos de MCRs en células de la teca en los foliculos antrales de
diferentes diametro y solamente la isoforma MC3R se expreso en células de la granulosa
(Amweg y col., 2011). Se cree que los péptidos opioides enddgenos (producidos por la
hipofisis y el cerebro) bloquean la onda preovulatoria de LH inducida por los estrogenos y
la liberacion de GnRH (Malven, 1986).
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La inhibicibn de la secreciéon de la LH hipofisaria, consecuencia de la accién
fisiologica 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 estrdgenos sobre la secrecion de LH (Echternkamp, 1984; Moberg,
1991; Lucy, 2003)

1.5.4- Patogenia

Disfunciones ovaricas, tales como los quistes foliculares se presentan con mayor
frecuencia durante el periodo posparto cuando se produce la transicion de la condicion
aciclica de la gestacion hacia el reinicio de la actividad ciclica regular. Es generalmente
aceptado que los quistes foliculares se desarrollan debido a una disfuncion del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal. Esta disfuncion tiene una etiologia multifactorial, en la
gue los factores genéticos, fenotipicos y ambientales estan implicados (Kesler y Garverick,
1982; Garverick, 1997; Peter, 2004). Cuando se habla de la patogenia de la COD, se puede
distinguir entre un defecto en el eje hipotdlamo-hipofisario y un defecto directo a nivel

ovaérico.

1.5.4.1- Disfuncién Hipotalamo-Hipofisaria

La hipétesis més aceptada en la actualidad involucra un desequilibrio
neuroendocrino a nivel 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, 1994; Hamilton y col., 1995; Garverick, 1997; Peter, 1997; Zulu y
Penny, 1998; Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000; Peter, 2004; Monniaux y col.,
2008). Segun esta hipotesis, la causa principal es una deficiencia en la onda preovulatoria
de LH o un patron de liberacion aberrante de esta hormona (Peter, 2004). Recientemente,
se ha sugerido que la reduccion de pulsos de LH también puede estar implicada en la
anovulacion (Dobson y col., 2000; Ribadu y col., 2000).

Los foliculos preovulatorios secretan estrégenos que causan una retroalimentacion

positiva sobre el eje hipotdlamo-hipofisario para liberar LH responsable de la ovulacion.
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Una alteracidn en este proceso puede resultar en una falla o en una liberacion inadecuada
de GnRH desde el hipotalamo. La respuesta hipofisaria a este evento es una falta de
liberacion de LH, insuficiente en magnitud o producida en el momento inapropiado
durante la maduracion del foliculo preovulatorio (Peter, 2004; Vanholder y col., 2006).
Ademas, existe una falla en la respuesta hipofisaria o refractariedad del efecto de
retroalimentacion positiva de los estrogenos sobre la liberacién de gonadotrofinas. Se cree
que la magnitud y el momento de la liberacion del pico preovulatorio de LH dependen del
restablecimiento del efecto de retroalimentacion positiva mediada por estrogenos en el
hipotalamo (Kesler y Garverick, 1982; Woolums y Peter, 1994; Peter, 2004, Gimen y
Wiltbank, 2005). Asi, el mecanismo de retroalimentacion positiva del estradiol en el pico
de LH puede no estar funcionando correctamente en las vacas con quistes foliculares
(Peter, 2004). Silvia y col. (2005) han reportado que foliculos destinados a formar quistes
secretan altas concentraciones de estradiol y el pico preovulatorio de LH esta ausente. Las
vacas con COD y con niveles elevados de estrégenos enddgenos fallan en generar un pico
de LH en respuesta a una dosis de estradiol exdgeno, indicando que se ha perdido la
capacidad de responder a la retroalimentacion positiva del estradiol sobre el eje
hipotalamo-hipofisario (Zaied y col., 1981; De Silva y Reeves, 1988; Refsal y col., 1988).
En un estudio realizado por Hamilton y col. (1995) se detectd una concentracion promedio
mayor tanto de LH como de 1-@stradiol circulantes en las vacas con quistesg $as
comparaba con vacas con ciclos normales, sin registrarse el pico preovulatorio de LH en
las vacas afectadas.

Con respecto al hipotalamo, se demuestra que la cantidad de GnRH presente en la
eminencia media es mayor en vacas que presentan COD y podria estar relacionada con
defectos en la liberacion de gonadotrofinas, mientras que la concentracién en la region
predptica anterior es inferior, alterando el patron de liberacion preovulatoria de LH (Cook
y col., 1991; Garverick, 1997; Sciorsci y col., 2000). La disminucién de GnRH se asocia
también a hipofuncién adrenal, infecciones uterinas y otras enfermedades posparto (Pérez
y col., 2002)

Por otro lado, niveles elevados de estrogenos probablemente podrian inhibir la
secrecion de FSH resultando en una falla en la ovulacién luego de que uno o varios
foliculos de una onda de crecimiento folicular se desarrollan y superan el tamafio

ovulatorio. Luego de tres a cinco dias la hembra aparentemente se adapta a la
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concentracién elevada de estrégenos y la concentracion de FSH aumenta, estimulando el
crecimiento de otros foliculos, algunos de los cuales llegarian a alcanzar e incluso superar
el tamafo ovulatorio. Esto puede ocurrir en condiciones de COD cuando un unico quiste
esta presente y una nueva onda folicular comienza y un foliculo dominante (o multiples
foliculos dominantes) se desarrollan (Cook y col., 1991).

Respecto a la progesterona, se ha observado que niveles suprabasales pueden
desencadenar un exagerado crecimiento folicular, alterando la viabilidad ovocitaria y
favoreciendo la presentacion de quistes, posiblemente como consecuencia de fallas en la
lutedlisis (Pérez y col., 2002). Hather y col. (2003) han observado que al momento del
diagndstico muchos quistes fueron acompafados por concentraciones suprabasales de
progesterona. En un estudio realizado en vacas se observo que la frecuencia de los pulsos
de LH fueron menores en animales con foliculos ovaricos quisticos mientras que la
amplitud de los pulsos de LH no fue afectada. Se cree que la concentracion elevada de
progesterona presente en las vacas afectadas fueron suficientes para mantener la
retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo resultando en frecuencias de los pulsos de
LH disminuida e inhibiendo el pico preovulatorio de LH (Savio y col., 1993; Duchens y
col., 1994; Noble y col., 2000; Hatler y col., 2003). Esto se sustenta en las observaciones
realizadas en vacas donde la administracion de progesterona exdgena durante la fase
folicular suprime la frecuencia del pulso de LH y el pico de LH (Duchens y col., 1994;
Hatler y col., 2003). Silvia y col. (2002) sugieren que la insensibilidad del hipotdlamo al
estradiol es debido a las concentraciones intermedias de la progesterona. Esto ha llevado a
la hipétesis de que las concentraciones suprabasales de progesterona pueden actuar como
un disparador para la formacion de quistes foliculares (Silvia y col., 2002; Robinson y col.,
2005; 2006).

1.5.4.2- Disfuncion ovarica

Aungue muchos estudios han caracterizado la dindmica del crecimiento folicular, la

comprension de los cambios celulares y moleculares que ocurren dentro del foliculo

ovarico antes del proceso de anovulacion es todavia escasa. Una disfuncién a nivel del

foliculo puede alterar el eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal y causar la formacion de
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foliculos ovaricos quisticos. En primer lugar, las alteraciones en la expresiéon de RLH
pueden causar anovulacion. De acuerdo con Kawate (2004), el nimero de RFSH y de RLH
en las células de la granulosa de los quistes es menor en comparacion a los foliculos
normales, pero esto se contradice con los datos de Odore y col. (1999) y Calder y col.
(2001) quienes encontraron concentraciones similares de los receptores o niveles mas altos
en la expresion del ARNm de estos receptores. Estas discrepancias entre diferentes autores
pueden explicarse por las diferentes metodologias empleadas. Sin embargo, estos estudios
son incapaces de establecer claramente una relacion causa-efecto, ya que cualquier cambio
detectado puede ser primario o secundario a la formacién de quistes. Ademas, en el mismo
estudio Calder y col. (2001) no encontraron diferencias significativas en la expresion del
ARNmM de los receptores LH/FSH entre los foliculos quisticos y foliculos dominantes,
indicando que el incremento de la expresion del ARNm del RLH en quistes es una
consecuencia mas que una causa del estado quistico.

Otro receptor de interés es el [REstudios realizados con roedores demostraron la
importancia de este receptor en el desarrollo y crecimiento folicular (Wang y Greenwald,
1993; Robker y Richards, 1998). Ademas, se ha evaluado su localizacion en las células del
foliculo durante el crecimiento folicular en muchos mamiferos, incluyendo la vaca (Byers
y col., 1997; Rosenfeld y col., 1999; Salvetti y col., 2007). Especificamente, en las células
de la granulosa de los foliculos ovaricos de ratas la expresion del ARNm lprétiede
al aumento de la expresion de los ARNm del RLH y de las enzimas esteroidogénicas
especificas (Bao y col., 2000). Por lo tanto, alteraciones en la expresionsdeo&ia
producir una disrupcion en el sistema local autocrino/paracrino intraovarico, provocando
alteraciones en la esteroidogénesis y en el desarrollo folicular lo que finalmente llevaria a
la formacion de quistes ovaricos. Sin embargo, Calder y col. (2001) no hallaron diferencias
en la expresion del ARNm del REen los foliculos quisticos de hembras bovinas con
respecto a los foliculos dominantes, utilizando la técnica de hibridizacigitu. Odore y
col. (1999) mostraron que hay una notable reduccion en la concentracion total del RE en
los quistes foliculares bovinos con respecto a los foliculos dominantes de animales
normales. Sin embargo, estos autores no discriminaron entre los distintos subtipos de
receptores de estrégenos, asi como en la localizacion de los mismos por lo que una vez

mas esto podria ser la causa o efecto de la enfermedad.
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Ademas de los cambios en la expresion de los receptores, alteraciones en la
capacidad esteroidogénica de los foliculos dominantes podrian desencadenar la formacion
de quistes. 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). En un estudio realizado por
Calder y col. (2001) los quistes estrogeno-dependientes mostraron una mayor expresion del
ARNmM de 3Bhidroxiesteroide-deshidrogenasg{3SD), una enzima esteroidogénica, y
las vacas que desarrollaron quistes presentaron concentraciones elevadas de estradiol
durante las primeras etapas de dominancia folicular (Beam, 1995). Los datos obtenidos del
trabajo de Beam (1995) sugieren que la esteroidogénesis esta alterada en el desarrollo
temprano del futuro quiste, lo cual puede alterar la sefial hacia el eje hipotalamo-
hipofisario. En este sentido, a través de una intensa retroalimentacion positiva, podria verse
alterada la liberacién de LH llevando a la aparicion de la onda preovulatoria de manera
temprana e inoportuna en relacién al desarrollo folicular. El foliculo inmaduro en
consecuencia, no ovularia y podria convertirse en quiste.

Estudios dirigidos a entender los cambios moleculares ocurridos en células de la
pared folicular respecto a la expresidén y caracterizacion de genes involucrados en la
transduccion de sefiales, permitieron abordar aspectos relacionados a la proliferacion y
apoptosis en los estratos celulares de ovarios sanos y sus alteraciones en los quistes (Peter
y Dhanasekaran, 2003; Salvetti y col., 2010). Al respecto, algunos investigadores sugieren
que el proceso apoptético esta involucrado en los mecanismos que llevan a la anovulacion.
La falta de ocurrencia del proceso apoptético 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).

Por otro lado, los cambios celulares pueden presentarse como una produccion
aberrante de factores de crecimiento por las células de la granulosa (Ortega y col., 20073,
2008; Rey y col., 2010), alteraciones en las proteinas que componen el citoesqueleto
celular, ya sea en cantidad o tipo de proteinas (Salvetti y col., 2003; Ortega y col., 2007b) o
por la secrecién inapropiada de proteinas de la matriz extracelular (Salvetti y col., 2003).
Entre las proteinas de la matriz extracelular, la vitronectina y la fibronectina podrian tener
un rol importante y su produccion pareceria estar influenciada por el tamafio del foliculo
(Perrone y col., 1995)
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Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio y similares publicados por
otros autores, permiten suponer que los receptores de gonadotrofinas, receptores de
esteroides cumplen funciones muy importantes en la regulacion del desarrollo folicular,
siendo capaces de participar en la patogénesis de la COD (Hamilton y col., 1995; Bao y
Garverick, 1998; Calder y col., 2001; Berisha y col., 2002; Silvia y col., 2002; Kawate,
2004; Peter, 2004; D’'Haeseleer y col., 2005, 2006; Salvetti, 2010). Dado los intrincados
mecanismos de regulacion endocrina, paracrina y autocrina existentes en el ovario,
pequefias alteraciones en los mecanismos de transcripcion y/o traduccion de estas proteinas
podrian producir importantes variaciones a nivel de la dinamica ovarica normal. Resta
discernir si estas alteraciones son causa o0 consecuencia de cambios a nivel sistémico como
pueden ser los niveles de gonadotrofinas circulantes. Trabajos previos han demostrado
alteraciones en los niveles de los receptores hormonales (estrégeno, progesterona) como
proteicos (receptores de LH y FSH) tanto en modelos experimentales como en ovarios
quisticos obtenidos de material de frigorifico (Cook y col., 1991; Odore y col., 1999;
Ribadu y col., 1999, 2000; Dobson y col., 2000; Calder y col., 2001, Ortega y col., 2008;
Salvetti, 2010). Un evento importante en los mecanismos moleculares utilizados por los
receptores esteroides ha sido asociado a proteinas correguladoras, las cuales les confieren
la capacidad reguladora a estos factores de transcripcion (Perissi y Rosenfeld, 2005). En el
presente trabajo profundizamos el estudio acerca de la expresion y los mecanismos
moleculares de regulacion de los diferentes componentes de los receptores de
gonadotrofinas, receptores de hormonas esteroides y proteinas correguladoras, para una
mayor comprension del desarrollo de la COD.
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2.1. General

Nos proponemos estudiar la expresion y regulacion de receptores hormonales y de
proteinas correguladoras en ovarios de bovinos con Enfermedad Quistica Ovarica (COD),
buscando dilucidar su participacion en los mecanismos causantes de la formacion de los
quistes foliculares. El presente estudio estad disefiado para examinar la localizacion y
expresion de receptores hormonales y de factores que modulan la transcripcion de los

receptores esteroides en ovarios normales y en ovarios con COD en bovinos.

2.2. Especificos

a) Inducir experimentalmente quistes ovaricos en bovinos utilizando un modelo
experimental para estudiar aspectos de la enfermedad, que ocurren antes de las
manifestaciones clinicas y que no pueden ser hallados en los casos de quistes

espontaneos.

b) Realizar un seguimiento de la enfermedad a través del diagnéstico precoz de los “casos

a campo” y obtencion de material previo a tratamiento.

c) Analizar semicuantitativamente los patrones de expresion del ARNm de los receptores

de gonadotrofinas en los distintos foliculos antrales del bovino.

d) Realizar una valoracion cualitativa y semicuantitativa de los patrones de expresion
proteica y del ARNm de los receptores de hormonas esteroides: estrogends, (
progesterona y andrégenos en los diferentes estadios foliculares del ciclo estral del

bovino, caracterizando sus variantes e isoformas.

e) Establecer el patron de expresion de proteinas y del ARNm de las proteinas
correguladoras evaluando su expresion en diferentes estadios foliculares del ciclo estral
del bovino. Analizar el posible rol de las proteinas correguladoras en la regulacion de la
actividad transcripcional de los receptores de hormonas esteroides.
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f) Identificar qué tipos celulares de los que integran el foliculo ovarico sufren
modificaciones en la expresion de las variables estudiadas en los animales que presentan

la enfermedad quistica ovarica.

g) Determinar similitudes y diferencias entre los hallazgos efectuados en el modelo
experimental, con aquellos realizados en ovarios quisticos provenientes de bovinos

sacrificados en frigorificos.

h) Realizar una descripcion cualitativa de la expresion del ARNm de los receptores
esteroides y de las enzimas esteroidogénicas en los estratos celulares que integran la
pared folicular de quistes foliculares espontaneos diagnosticados “a campo”, a partir de

muestras de aspiracion folicular.
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3.1- Modelo experimental

3.1.1- Seleccion del modelo

Los quistes ovaricos han sido inducidos en los bovinos por una variedad de
tratamientos aplicados en el diestro tardio o en el proestro. Tales tratamientos incluyen:
administracion de estrégenos; una combinacion de progesterona y estradiol (Cook y col.,
1991); antisuero contra LH bovina; testosterona (Fathala y col., 1978) y ACTH exdgena
(Liptrap y McNally, 1976; Ribadu y col., 2000; Dobson y col., 2000; Ortega y col., 2008).

En este sentido, se ha demostrado que la ACTH causa una supresion de los valores
basales de LH (Stoebel y Moberg, 1982; Li y Wagner, 1983; Ribadu, 1993; Ribadu y col.,
2000) asi como también una menor frecuencia de los pulsos de la misma (Dobson y Smith,
1995). Las alteraciones en las secreciones basales de LH afectan el desarrollo folicular
durante el ciclo estral y por consiguiente, podria suponerse que la ACTH podria inducir
quistes ovaricos por una alteraciéon de la frecuencia de pulso de la LH. Este modelo resulta
en la generacion de quistes foliculares en un alto porcentaje de los animales tratados por lo
cual fue elegido para el desarrollo de trabajos previos (Ortega y col., 2008; Rodriguez y

col., 2011) y la presente Tesis.

3.1.2- Animales

En esta experiencia se utilizaron 10 vaquillonas de la raza Holando Argentino puras
por cruza, entre 18 y 24 meses de edad, con un peso promedio de 400 kg, examinadas por
tacto rectal y ultrasonografia antes del comienzo de la experiencia para comprobar la
normalidad en su tracto reproductor; y la normalidad y regularidad de sus ciclos estrales.
Las vaquillonas se alojaron en corrales descubiertos, la alimentacién se bas6 en alimento
balanceado comercial, heno de alfalfa y silo de maiz y se dispuso agua ad libitum.

Se realiz6 la sincronizacién de celos a todas las vaquillonas mediante el protocolo
Ovsynch (Pursley y col., 1995). Brevemente, se administr6 GnRH (Receptal®, Intervet,
Argentina, 4 pg/ml, 5 ml/animal) el dia 0, y a los 7 dias se inyect6 una dosis de
prostaglandina (lliren®, Intervet, Argentina, 0.2 mg/ml, 5 ml/animal). Finalmente, una

nueva dosis de GnRH fue administrada a las 48 horas (dia 9). Se realizé la observacion del

50



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Materiales y Métodos

comienzo de estro 24 horas luego de la segunda administracion de GnRH (dia 10) y luego
cada 12 horas. La primera deteccion de comportamiento de celo fue designada como dia
cero del ciclo y se confirmd por ultrasonografia (Sirois y Fortune, 1988). Durante ese
periodo, los animales no recibieron ningun otro tratamiento (Figura 12). Las experiencias

fueron realizadas en primavera para evitar los periodos criticos de estrés ambiental.

3.1.3- Grupos experimentales

Luego de la sincronizacion de celo, los animales fueron distribuidos en 2 grupos,

cada uno en corrales individuales.

Grupo Inducido (n=6): las vaquillonas fueron tratadas con 100 Ul de cairofina

(ACTH) (Img/ml de Tetracosactido [corticotropina], Synacthen depot, Novartis, Buenos
Aires, Argentina), cada 12 horas durante 7 dias seguidos a partir del dia 15 del ciclo estral
(Figura 12). El comienzo del tratamiento se realizé en el momento del ciclo en el que la
onda de LH preovulatoria comienza a ser sensible a la inhibicion por la hormona
adrenocorticotropa exégena lo que coincide con el dia 15 del ciclo estral normal (Liptrap y
McNally, 1976; Dobson y col., 2000; Ortega y col., 2008).
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Figura 12: Protocolo de sincronizacion de celos e induccion dstes ovaricos foliculare
mediante administracion de ACTH.

51



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Materiales y Métodos

Grupo Control (n=4): este grupo de hembras se mantuvo en condicionesiales

normales, y sin tratamiento, como grupo control. Estos animales, una vez sincronizados,
fueron sometidos a ovariectomia durante la etapa de proestro cuando el foliculo dominante

alcanzo el tamafio preovulatorio.

3.1.4- Ultrasonografia

Para monitorear los cambios en el ciclo estral se realizaron examenes diarios
mediante tacto rectal y ultrasonografia a las vaquillonas de ambos grupos hasta la
obtencion de las muestras. Se utilizo un ecoégrafo Chison 8300vet Digital (Chison Medical
Imaging Co, Wuxi, China), equipado con sonda transductora transrectal de doble
frecuencia de onda (5.0-7.5 Mhz.). El seguimiento se realiz6 de acuerdo a la técnica
descripta por Sirois y Fortune (1988). Las imagenes fueron almacenadas para efectuar las
mediciones de las estructuras foliculares ovaricas.

Se tomaron como parametros normales: un diametro medio de los foliculos
preovulatorios de 13-15 mm, una duracion media del ciclo estral de 20-21 dias, y la
presentacion del comportamiento de celo el dia 19-20 del ciclo estral.

Se consideraron estructuras quisticas todos aquellos foliculos que presentaron un
diametro mayor de 20 mm y que permanecieron por 10 dias 0 mas en ausencia de cuerpo
liteo y sin tono uterino (Cook y col., 1991; Silvia y col., 2002; Bartolomé y col., 2005;
Vanholder y col., 2006). El primer dia de formacion del quiste se consider6 aquel en que la

formacion folicular alcanzé 20 mm o mas.

3.2- ldentificacién y obtencion de muestras de ovarios de animales con

COD espontanea obtenidos a campo

Las muestras de “casos a campo” fueron provistas por numerosos profesionales de
la zona de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Esperanza, quienes al
primer indicio de alteraciones foliculares compatibles con la presencia de quiste, nos lo

informaron. En colaboracion con profesionales de nuestro grupo de trabajo se realiz6 la
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evaluacion de los signos clinicos y la confirmacién por ultrasonografia de la enfermedad.
Se tomaron imagenes y se evaluaron las medidas que presentaron las estructuras foliculares
de cada animal. Ademas se realiz6 una anamnesis completa registrando condicion
corporal, alimentacién, namero de pariciones, produccién y estado reproductivo.

Se estudiaron un total de 14 vacas raza Holando Argentino en lactancia,
seleccionadas por presentar signos clinicos de la enfermedad. Los animales tenian edades
comprendidas entre los 40 y 93 meses de edad, al menos un parto lo que descartaba
posibles anomalias reproductivas congénitas asociadas a infertilidad y estaban libres de

enfermedades infectocontagiosas.

3.3- Toma de muestras

3.3.1- Muestras provenientes del modelo experimental

Una vez detectados los quistes foliculares en los animales a los cuales se les realizo el
protocolo de induccion (Grupo Inducido) se procedi6 a la ovariectomia. En el caso de los
animales control del modelo experimental (Grupo control) se le efectud la ovariectomia en
la etapa del proestro. El abordaje fue por el flanco izquierdo, con anestesia local infiltrativa
y anestesia epidural (160 ml de clorhidrato de lidocaina al 2% (Anestésico 2%, Rydavet
Buenos Aires, Argentina). Se procedido a la incision desde dorso-caudal hacia ventro-
craneal de la piel del flanco y los planos musculares, de una longitud suficiente como para
gue entre la mano del cirujano. Una vez localizados los ovarios, estos fueron extraidos,
ligando los vasos sanguineos que los irrigan, procediendo luego a la sutura de todos los
planos de acuerdo a la técnica quirdrgica descripta previamente (Garnero y Perusia, 2002).
Las muestras obtenidas fueron destinadas a técnicas histoldgicas, inmunohistoquimica,
western blot y biologia molecular como se describirda mas adelante. Ademas, se obtuvieron
muestras de sangre 2 veces al dia, desde el inicio del tratamiento con ACTH hasta el dia de
la ovariectomia, para las determinaciones hormonales. Esto permitidé, en trabajos de
investigacion previos, corroborar el funcionamiento del modelo experimental y
modificaciones endocrinas existentes durante el desarrollo del mismo (Ortega y col., 2008;
Salvetti y col., 2010).
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3.3.2- Muestras provenientes de casos de COD espontanea obtenidas a

campo

Se obtuvieron muestras de liquido folicular de quistes de animales con COD
espontanea mediante aspiracion folicular. Para ello se utilizé un ecégrafo digital Chison
8300vet equipado con un transductor microconvexo de 5.0 MHz montado en una sonda
transvaginal (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, Brasil). La misma posee
una guia para la colocacién de una aguja calibre 20G con bisel ecogénico que se conecta
por medio de una tubuladura de teflon a tubos contenedores cénicos estériles de 50 ml. El
aspirado se realiz6 empleando una bomba de vacio a una presién de 500 mmHg. Una vez
que el dispositivo de aspiracion fue montado, se introdujo via vaginal hasta contactar con
el fondo de la misma. El quiste folicular fue localizado por tacto rectal, acercado y fijado al
transductor de la sonda. Una vez visualizado en la pantalla del ecografo, se procedié a la
introduccion de la aguja a través de la pared vaginal y luego a través de la pared del quiste
para la obtencién de la muestra, al mismo tiempo que la bomba de vacio fue activada.
Inmediatamente luego de la recoleccion del liquido folicular se procedié a su conservacion
a 4-6°C y se trasladoé al laboratorio. Ademas, se tomaron muestras de sangre en el momento
de la aspiracion del liquido folicular para andlisis hormonales posteriores.

3.3.3- Muestras de quistes espontaneos provenientes de frigorifico

En establecimientos frigorificos de la zona, con la ayuda de la inspeccion
veterinaria, se identificaron tropas compuestas mayoritariamente por vacas Holando
Argentino provenientes de tambos. En playa de faena se examiné el aparato reproductor
completo, se confirmo la no prefiez y la ausencia de alteraciones macroscopicas tales como
adherencias, alteraciones en las trompas uterinas o en Utero, etc. Se recolectaron ovarios
normales y ovarios con estructuras ovaricas compatibles con la definicion de quistes

foliculares (Bartolomé y col., 2005).
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3.4- Procesamiento de las muestras
3.4.1- Muestras

Todos los ovarios fueron trasladados refrigerados al laboratorio y se colocaron
sobre una tabla de diseccién para realizar una inspeccion macroscopica. De acuerdo a las

técnicas a aplicar sobre las muestras se procesaron como se detalla a continuacion:

3.4.1.1- Muestras de pared foliculaBel material obtenido de frigorifico se seleccionaron
foliculos antrales de diferentes tamafios de ovarios nornmated @ en todos los casos) y
foliculos quisticosr( = 10), los que fueron disecados con ayuda de bisturi y tijera. Se midio

el diametro de los foliculos, se recolecto el liquido folicular mediante jeringa y aguja- que

se almacend a -20°C para determinaciones hormonales- y se tomaron muestras de pared
folicular, las que fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y posteriormente
conservadas en a -80°C hasta su procesamiento. Estas muestras fueron destinadas a las

técnicas de westerm blot y de RT-PCR.

3.4.1.2- Muestras de células de la granulod2el liquido folicular de quistesn= 10) y

de foliculos antrales normales de diferentes tamaiiaslQ en todos los casos) obtenidos

de frigorifico, se procedié a separar las células de la granulosa presentes en el mismo
mediante la centrifugacion a 2000 g en centrifuga refrigerada durante 5 minutos, el pellet
obtenido fue congelado en nitrégeno liquido y conservado a -80°C hasta su procesamiento.
El sobrenadante (liquido folicular) fue almacenado a -20°C y destinado a mediciones

hormonales. Las células de la granulosa fueron destinadas a técnicas de biologia molecular.

3.4.1.3- Muestras de células de la tec@®el material obtenido de frigorifico se
seleccionaron foliculos antrales de diferentes tamafios de ovarios normalel0(en

todos los casos) y foliculos quisticos<10) para muestras de la teca. Para obtener la teca

se eliminaron las células remanentes de granulosa por raspaje y lavados consecutivos con
agua libre de ARNasas (DEPC 0,1%). Las muestras fueron congeladas en nitrégeno

liquido y conservadas en a -80°C hasta su procesamiento (técnicas de biologia molecular).

55



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Materiales y Métodos

3.4.1.4- Muestras de liquido folicularEl liquido folicular del material obtenido de
frigorifico se recolecto y almacend como se detallé anteriormente (inciso 3.4.1.1y 3.4.1.2).
El liquido folicular proveniente de muestras obtenidas a campo se centrifugé a 2000 g en
centrifuga refrigerada durante 10 minutos para separar las células foliculares que fueron
almacenadas a -80°C hasta su utilizacién. De estas muestras se obtuvieron células y se

extrajo ARN total, como se detalla mas adelante.

3.4.1.5- Muestras de ovarios normales y quisticos para procesamiento histoldgiso:
ovarios provenientes del modelo experimemat L0) como asi también ovarios normales

(n = 10) y con quistesn(= 15) obtenidos de frigorifico fueron reducidos y fijados en
formol bufferado al 10% durante 8 horas a 4°C para realizar el procesamiento histolégico
de rutina para una caracterizacion histologica inicial y para la realizacion de la técnica de

inmunohistoquimica.

3.4.2- Procesamiento de las muestras destinadas a Inmunohistoquimica

Luego de la fijaciéon con formol bufferado las muestras de ovarios fueron lavadas
en buffer fosfato salino (PBS) 0,01M, pH 7,2, deshidratadas en concentraciones graduales
crecientes de alcohol etilico, aclaradas en xilol y embebidas en parafina siguiendo

protocolos histolégicos de rutina (Ortega y col., 2009).

Se efectuaron cortes seriados dgrd de espesor con un micrétomo rotativo, los
que se montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyltriethoxysilane
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos), fueron secados en estufa a 37°C y luego
almacenados a 4°C hasta su utilizacion en técnicas de inmunohistoquimicas (IHQ). Para
hacer una caracterizacion inicial y evidenciar la morfologia general se utilizo la coloracion

de hematoxilina-eosina.
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3.4.3- Procesamiento de las muestras destinadas a Western Blot

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de foliculos
antrales sanos y quisticos, las que fueron colocadas en buffer RIPA (Anexo I) con
inhibidores de proteasas (Complete Mini: Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche,
Indianapolis, Estados Unidos) y homogeneizadas con un homogeneizador de mano
UltraTurrax (lka, Staufen, Alemania). El sobrenadante se obtuvo luego de centrifugar las
muestras a 14.000 g en centrifuga refrigerada durante 20 minutos. Una vez obtenidos los
extractos de proteinas se determiné la concentracion proteica de cada muestra mediante el
método fluorimétrico Quant-iT Protein Assay Kit (Qubit, Invitrogen, Nueva York, Estados
Unidos). Previamente a las lecturas, se utilizé un patron de referencia para realizar la curva

de calibrado.

3.4.4- Procesamiento de las muestras destinadas a las técnicas de Biologia
molecular
3.4.4.1- Extraccion de ARN total

El ARN total fue aislado de la pared folicular completa como asi también de las
células de la granulosa y de la teca de foliculos antrales sanos y quisticos. Para ello el
método elegido fue el del reactivo Trizol LS (Invitrogen) que consiste en homogeneizar
50-100 mg de tejido (o el pellet en caso de células de la granulosa) en 1 ml de reactivo e
incubar 5 minutos a 25°C. El ARN total se extrajo a partir del sobrenadante obtenido con
cloroformo (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania), previa agitacion vigorosa e incubando 15
minutos a 4°C. Se centrifugd a 12000 g para separar la fase acuosa de la organica.
Posteriormente se precipitd el ARN con un volumen equivalente de alcohol isopropilico
(Merk KGaA) incubando por 30 minutos a -20°C y se separ6 por centrifugacion a 12000 g.
El ARN obtenido se lavé con etanol 75% por 10 minutos a 4°C, se resuspendigl eie 30
agua DEPC 0,1% precalentada a 60°C. El producto final fue almacenado a -80°C hasta su

posterior utilizacion.
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3.4.4.2- Lectura espectrofotométrica de &cidos nucleicos

La concentracion final de ARN en las muestras procesadas se estim6é mediante la
lectura en espectrofotbmetro (Boeco, Hamburg, Alemania) de una diluciéon 1/100 de las
mismas, empleando para tal fin el cociente entre las absorbancias obtenidas a 260 nm
(punto de maxima absorcion de los acidos nucleicos) y 280 nm (punto de maxima
absorcion de proteinas). En los ensayos realizados solamente se utilizaron muestras con
una relacidon mayor a 1,9. La concentracion de ARN se obtuvo siguiendo la férmula

detallada a continuacion:

1 unidad de Absgo= 40 pg Acido ribonucleico/ml

Concentracién de ARN (ug/ml) = Abgex 40 pg/ml x diluciort

3.4.4.3-Eliminacién del ADN gendémico

Inicialmente, a los efectos de eliminar posibles contaminaciones de ADN
genomico, se realizé un tratamiento con ADNasa (Invitrogen). Para ello, se preparé una
solucién con agua DEPC 0,1%, buffer para la enzima ADNasa | 10X y la enzima ADNasa
| 1U/ul, se agregd una cantidad constante de ARNpd) % se incubé a 20°C durante 15
minutos. Seguidamente se procedid a la inactivacion de la enzima mediante el agregado de
EDTA 25mM incubando 10 minutos a 65°C.

3.5- Clasificacion de las estructuras foliculares
Las diferentes categorias foliculares observadas en los cortes histologicos se

clasificaron de acuerdo a lo establecido por la Nomina Histolégica (1994). Por otra parte,

los foliculos antrales provenientes de ovarios sanos que fueron utilizados para las técnicas
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de biologia molecular fueron clasificados segun Parrot y Skinner (1998) como se detalla en

la Tabla 1. Para los quistes foliculares se tomo un diametro de 20 mm o mas.

FOLICULOS TAMANO

Antrales Pequefios <5mm
Antrales Medianos 5-10 mm
Antrales Grandes > 10 mm

Quistes >20 mm

Tabla 1: Clasificacion de las estructuras foliculares utilize

3.6- Localizacién y Cuantificacion de la expresién proteica por
Inmunohistoquimica sobre muestras de tejido ovérico

3.6.1- Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ) indirecta

La localizacién y expresion del receptor de androgenos se evalué mediante IHQ
indirecta. La inmunomarcacion de los receptores de estrogenos y progesterona se
determiné en trabajos anteriores, desarrollados en nuestro laboratorio (Salvetti, 2010).
Ademas, por esta metodologia también se evalud los patrones de expresion de las proteinas
correguladoras SRC-3, SMRT y REA.

Se analizaron foliculos primarios, secundarios, terciarios y foliculos quisticos de
animales provenientes de frigorifico tanto controles como con COD espontanea y por otro
lado se evaluaron las mismas categorias foliculares en animales controles sincronizados y
con COD inducida mediante ACTH. En la Tabla 2 se detallan los anticuerpos especificos
utilizados con las concentraciones de uso empleadas para la determinacién de las proteinas
analizadas en este trabajo de Tesis. Las inmunomarcaciones se realizaron siguiendo el

protocolo descripto previamente por Ortega y col. (2009), 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).
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3- Hidratacién en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

4- Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizd6 en un horno de microondas de uso
doméstico (potencia maxima 1000 W). Como solucién de recuperacién se usé 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 peréxido de hidrégeno 30 volimenes en
metanol absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de peroxido de hidrégeno a
los 10 minutos.

6- Dos lavados en PBS durante 5 minutos.

7- Bloqueo de los sitios de union no-especificos incubando 20 minutos a 25°C en camara
hameda con una solucidon de suero normal de cabra (SNC) al 5% (ver Anexo I).

8- Incubacidn con anticuerpo primario: escurrido el exceso de solucion de bloqueo y sin lavar
cubrirlo con el anticuerpo primario, de acuerdo al procedimiento correspondiente (ver
Tabla 2). Incubacion en cdmara humeda durante toda la noche (O.N.) a 4°C. Para los
controles de especificidad se sustituyd el anticuerpo primario por SNC.

9- Después de la incubacién con el anticuerpo primario la cAmara se retir6 de la heladera y se
dej6 a 25°C durante 10 minutos.

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

11- Incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado preabsorbido seleccionado
(monoclonal o policlonal, segun el anticuerpo primario, ver Tabla 2) durante 30 minutos a
25°C en camara humeda.

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

13- Incubacion con complejo estreptavidina-peroxidasa (Biogenex, San Ramon, Estados
Unidos) lista para usar, durante 30 minutos a 25°C.

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

15- Revelado de la reaccion con diaminobencidina (DAB) (Dako, Glostrup, Dinamarca). 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 realizé la coloracion de
contraste con hematoxilina activada (Biopur, Bubendorf, Suiza), deshidrataciéon y montaje

con Balsamo natural de Canada (Canadax, Biopur) y cubreobjetos apropiados.
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Origen  Dilucibn  Recuperacion Incubacion Procedencia
Antigénica
 Anicuerpos primerics AN
RA Raton 1:15 Microondas O.N.a4°C BioGenex, San Ramon,|USA
SRC-3 Conejo 1:50 Microondas O.N.a4°C  LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.
REA Conejo 1:100 Microondas O.N.a4°C  LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.
SMRT Conejo 1:40 Microondas O.N.a4°C LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.
Antil ggnejo Cabra 1:200 30 min a 25°C LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.
Anti réltc')n Cabra 1:50 30 min a 25°CLETH, UNL, Sta. Fe, Arg.
Ig

Tabla 2: Listado de nticuerpos primarios y secundarios utilizados en inmunohistoqui
Diluciones de uso, tipo de recuperacion antigénica empleada, modo de incubacién del
anticuerpo primario y procedencia del mismo.

3.6.2- Analisis digital de imagenes

Las imagenes de los preparados histoloégicos generadas con un microscopio
convencional Olympus CX31 (Olympus Co., Tokyo, Japdn), fueron digitalizadas por una
camara de video color CCD Moticam 2000 (Mikron Instrument Inc., California, Estados
Unidos) conectada a una PC de escritorio. Se realizo el andlisis de las imagenes utilizando
el programa Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, Estados Unidos). La
evaluacion de las imagenes se efectudé mediante un analisis de segmentacion de colores en
los tonos e intensidades correspondientes a las areas de reactividad del cromdégeno
utilizado. El area inmunohistoquimicamente marcada por la reaccion del anticuerpo fue
calculada como un porcentaje del area total evaluada a través de la segmentacion de
colores localizando todos los objetos de color especifico (marcacion marrén) y extrayendo
los objetos que presentan un color diferente. Se realizdé un histograma para determinar el
porcentaje del area marcada (Salvetti y col., 2004; Ortega y col., 2009, 2010).
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3.7- Determinacién de la especificidad de los anticuerpos utilizados en IHQ
mediante Western Blot

3.7.1- Corrida electroforética

Se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacrilamida discontinuos en
condiciones desnaturalizantes para el gel de resolucién (SDS-PAGE) (Ortega y col., 2009).
Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de foliculos antrales grandes y quisticos.
Las muestras fueron diluidas 1:2 con buffer de muestra para SDS-PAGE, e incubadas en
bafio termostético a 95°C por 5 minutos. Se utilizé una cuba vertical (Bio-Rad, California,
Estados Unidos) y el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1% de SDS, pH 8,3. Se
sembraron los volumenes adecuados paragi@e proteinas y se realizG6 una corrida
electroforética durante 45 minutos a 25 mA para el gel de apilamiento y luego durante 90
minutos a 50 mA para el gel de resolucién. Los marcadores de peso molecular (PM)
(Kaleidoscope Prestained Standards 161-0324, Bio-Rad) que se utilizaron se detallan en la
Tabla 3.

Proteina Peso molecular (kDa)

Miosina 195

B-galactosidasa 31

Albumina sérica 85

Anhidrasa arbonica 40
s——— Inhibidor de tripsina 31,53
- Lisozima 17,25
Aprotinina 6,75

Tabla 3: Estandares de PM para S-PAGE, amplio espectroKaleidoscope Prestaint
Standards 161-0324. Bio-Rad.

3.7.2- Electrotransferencia

Luego de terminada la corrida se procedid a la transferencia de las proteinas desde

el gel a una membrana de nitrocelulosa (Amersham,GE Healthcare, Buenos Aires,
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Argentina) para lo cual se utilizo el buffer de transferencia Towbin modificado compuesto
por Tris-Glicina con 20% de metanol. Se realizo la transferencia en frio a 100 V durante
180 minutos. Al término de este periodo se colore6 la membrana con el colorante Rojo
Ponceau para ver la efectividad de la transferencia. Con el mismo sentido se coloreo el gel

con Coomasie Brilliant Blue 250G.

3.7.3- Inmunodeteccién de las proteinas analizadas en IHQ sobre muestras

de tejido ovarico

Las membranas de nitrocelulosa obtenidas de las muestras del tejido ovarico fueron
bloqueadas con TBS-T-leche 3%, durante 180 minutos a 25°C en agitacion para evitar
uniones inespecificas. Posteriormente, se incubo toda la noche a 4°C con una dilucién de
los anticuerpos detallados en la Tabla 4. Las diluciones de los anticuerpos fueron
preparadas en buffer de bloqueo. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-
T y luego se incubd la membrana con una dilucidon del anticuerpo secundario en solucion
de blogueo por 120 minutos a 25°C. Luego de realizar lavados con TBS-T se detecto la
sefial especifica por gquimioluminiscencia, (Sistema ECL Plus, GE Healthcare). Las
membranas fueron expuestas a una placa radiogréafica (ECL, GE Healthcare) durante 15 a
30 segundos. El revelado de la placa se realiz6 en forma manual utilizando soluciones de
revelador y fijador (Kodak, Nueva York, Estados Unidos). Las placas autoradiogréficas
fueron escaneadas con un escaner de oficina (HP Officejet J5700) y las imagenes obtenidas

fueron guardadas con formato Tiff de alta resolucion.

Proteina  Anticuerpo Origen Dilucion Procedencia
RA Anti- RA Monoclonal 1:25 BioGenex
SRC-3 Anti-SRC-3 Policlonal 1:50 LETH-FBCB-UNI
SMRT Anti-SMRT Policlonal 1:50 LETH-FBCB-UNL
REA Anti-REA Policlonal 1:100 LETH-FBCB-UNL

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en la técnica de Vern Blot
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3.8- Evaluacion de la expresién del ARNm mediante RT-PCR

3.8.1- Caracterizacion de muestras de células de la granulosa y de la teca

En la sintesis de androgenos ovaricos participa la enzimdidibxilasa/17,20
liasa dependiente del citocromgd{CyP17). Esta enzima esta presente solo en las células
tecales catalizando la conversion de pregnenolona a androstenediona. Por otra parte, el
altimo paso en la biosintesis de los estrogenos es la aromatizacion de los androgenos
utilizando la enzima CyP19 dependiente del citocromig que esta presente en grandes
cantidades Unicamente en las células granulosas (Payne, 1990; Luo y Wiltbank, 2006)

Conociendo que las células de la teca expresan la enzima CyP17 y que solo en las
células de la granulosa se expresa CyP19 se emplearon oligonucleotidos especificos de la
secuencia codificante de estas enzimas para evaluar, por PCR de punto final, la pureza de

los diferentes tipos celulares.

3.8.2- Disefio y seleccion de oligonucledétidos para receptores hormonales y

proteinas correguladoras.

Se disefaron distintos juegos de oligonucleétidos especificos para los genes
detallados en la Tabla 5 mediante el programa de bioinformatica Lasergen (Dnastar,
Madison, Estados Unidos). En los casos en que fue posible, los pares de oligonucle6tidos
se disefiaron de forma tal que el sentido y el antisentido fueran complementarios a
secuencias ubicadas en exones diferentes, a fin de evitar amplificaciones inespecificas a
partir de ADN gendémico.

Para caracterizar y cuantificar la expresién de las distintas isoformas del RP se
disefiaron 3 juegos de oligonucledtidos diferentes abarcando al menos dos sitios de
splincing alternativos. El juego de oligonucleétidos disefiado para la isoforma B abarca
secuencias de la region BHerminal especificas para esta isoforma. El par de
oligonucledtidos designados B flanquea la region A/B comun a las isoformas A y B.

Por ultimo, RRotal abarca las secuencias de la regiébn E que es comun para todas las

isoformas del RP (Figura 13).
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Nombre

RA
Sentido
Antisentido

REa
Sentido
Antisentido
REB
Sentido
Antisentido

RPb
Sentido
Antisentido

RPab
Sentido
Antisentido

RPtotal
Sentido
Antisentido
SRC-1
Sentido
Antisentido
SRC-2
Sentido
Antisentido
SRC-3
Sentido
Antisentido

LCoR
Sentido
Antisentido

RFSH
Sentido
Antisentido

RLH
Sentido
Antisentido
CyP17
Sentido
Antisentido
CyP19
Sentido
Antisentido

GAPDH

Sentido
Antisentido

Secuencia (5" - 3")

CCTGGTTTTCAATGAGTACCGCATG
TTGATTTTTCAGCCCATCCACTGGA

AGGGAAGCTCCTATTTGCTCC
CGGTGGATGTGGTCCTTCTCT

CTTCGTGGAGCTCAGCCTGT
GAGATATTCTTTGTGTTGGAGTTT

TGCGAGACCCCCAGAGAAGGA
GCGCCAGCAGGGTGTCCAG

CCCCGGTGCCCAAAGAAGATG
CAGGATGGGCACGTGGATGAAGTC

GAGATCTTATAAGCATGTCAGTGG
TCATGCAAGTTATCAAGAAGTTTT

CTCCCCCGTTAGCATGACAAGTA
GAGAGGAGGGGCAAGAACCAC

CCGGCCGATCCAAGGAGGTATG
CTGCGGGAACACGGGGGTCTT

CAAAGAGCTCCAGCCCAAAGTG
AGGCGCCTGATTCACAGTCAC

GGAAGGCCCGCGAGTTGA
CTTGAAGCCGCACCCCTGTC

GGCCAAGTCAACTTACCGCT
GTGATGGCCAGGATGCTAATAA

GGCTGGGATTATGACTATGGTTTC
GGATATTAATCAGCCAAATCAGGAC

GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC
CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG

TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG
GGAACCTGCAGTGGGAAATGA

CACCCTCAAGAT TGCAGCA
GGTCATAAGTCCCTCCACGA

Nro Posicion  Tamafio
) Del del o Ciclos
Acceso (€9
fragmento fragmento
AY862875 420-444 172 pb 60 2
591-567
AY538775 1352-1372 234 pb 64 B2
1585-1565
NM_174051 972-991 241 pb 54.1 31
1212-1189
XM_583951 291-311 62 pb 575 32
352-334
XM_583951 767-787 131 pb 63.5 33
897-874
XM_583951 2160-2183 360 pb 51.2 32
2519-2496
XM_8674321839-1861 491 pb 555 30
2329-2309
XM_5849052995-3016 487 pb 61.7 30
3481-3461
XM_602010 2256-2277 490 pb 56.4 30
2745-2725
XM_584325 701-720 340 pb 55.2 32
1040-1023
L22319 799-818 399 pb 53.4 2
1197-1176
AF491303 988-1011 133 pb 52.7 P9
1120-1096
NM_1743041105-1127 319 pb 60.8 35
1423-1400
BTCYP19 8-31 341 pb 55.4 3
348-328
BC102589 8-31 103 pb 52 J1
348-328

Tabla 5: Secuencia de oligonucleétidos, posicion del fragmento utilizado y condiciones
en la técnica de PCR punto final.
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La especificidad de todos los oligonucleétidos fue cotejada por comparacion directa
de su secuencia contra el genoma completdBde taurusutilizando la herramienta
BLAST disponible on line (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/RnBlast.html).
Todos los oligonucleétidos utilizados fueron sintetizados por Invitrogen en una escala de
25 nM.

Las condiciones de reaccion oOptimas fueron establecidas experimentalmente. Se
probaron distintas temperaturas de hibridacion y para determinar la cinética se enfrentd
cada mezcla de reaccion de PCR a ciclos crecientes comprendidos entre 28 a 40 ciclos. El
namero de ciclos éptimo para cada par de oligonucledtidos fue elegido estableciendo la
zona de sintesis exponencial de los amplificados y de linealidad respecto a la carga de

ARN inicial.

Dominios proteicos A/B | C |D | E
Estructura del ARNm I 2685
> 291 352 767 897 2160 2519
wos —L W T e
484 2685
=
RPab 5 E
1645 or 1766
—
RProtal 5
RPb-F P4 RP5-R  RPab-F p 4 RPab-R RPtotal F P 4 RPtotal-R
= —
62bp 131bp 360bp

Figural3: Diagrama de los dominios funcionales del RP bovino y sus variant La
isoforma A del RP es una variante Nidrminal trancada de la isoforma B. La isoforma C es
también un producto transcripcionalmente truncado pero mas chica que la isoforma A. En la
figura se indican la posicion y el tamafio de los juegos de oligonucleétidos generados para las
diferentes isoformas del RP (Adaptado de Fang y col., 2002).
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3.8.3- Control interno

Como control interno se utilizé el gen correspondiente a la enzima gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) cuya abundancia relativa de su mensajero en el tejido
ovarico se mantuvo constante durante el transcurso del experimento. La secuencia del gen
normalizador se obtuvo de trabajos publicados previamente (Shibaya y col., 2007). Con el
uso del programa bioinformatico Lasergen (Dnastar) se determin6 la complementariedad
del juego de oligonucledtidos, la estabilidad y el tamafio del producto y con la herramienta
BLAST se comparé contra el genoma completo Bies tauruspara determinar su
especificidad. Las condiciones éptimas de reaccién se determinaron experimentalmente.
Para la amplificacion de GAPDH se utilizaron 31 ciclos y una temperatura de hibridacion
de 52°C (Tabla 5).

3.8.4- Procedimiento general de la técnica de la transcriptasa reversa
seguida de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

3.8.4.1- Transcripcion Reversa

Para la transcripcion reversa primeramente se preparé una solucion “master mix”
conteniendo oligonucleétidos con secuencia al &andom Primens dNTPs, buffer para
la enzima MMLV 5X, DTT 100 mM, inhibidor de ribonucleasas ARNasaOut 40U/ul y la
enzima MMLV RT 200U (Invitrogen), y se adiciondé una cantidad constante de ARN
tratado con ADNasa. Las condiciones utilizadas para la transcripcion reversa fueron 10
minutos a 25°C para el anillado, 50 minutos a 37°C para la sintesis del ADNc y 15 minutos
a 70°C para la inactivacion de la enzima. Todas las reacciones se llevaron a cabo para un
volumen final de 20ul utilizando termociclador (Techne TC-312, Stone, Reino Unido).

La concentracion de ADN simple cadena (ADNsc) obtenida fue cuantificada por un
método fluorimétrico Quant-iTTM ssDNA Assay Kit (QubitTM, Invitrogen) con el objeto
de utilizar luego una cantidad constante para la técnica de amplificacion del ADN (PCR)
para cada par de oligonucledtidos.
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3.8.4.2- Técnica de PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo resuspendiendo la muestras de ADNc en
una solucion “master mix” conteniendo agua bidestilada, MCImM, oligonucledtido
sentido 20 puM, oligonucledtido antisentido 20 uM, dNTPs (25 mM), buffer Taq 10X y
Taq polimerasa (5U/ul) (todos los reactivos de Invitrogen). Las condiciones de la técnica
de PCR de punto final se muestran en la Tabla 6. Se llegé a un volumen final de 25 ul

utilizando termociclador convencional (Techne TC-312).

# ciclos Paso Temperatura Tiempo
x1 Desnaturalizacién del templado 94°C 3min
Desnaturalizacion 94°C 45sec
x (Variable®) Hibridacion (Variable*) Variable* 30sec
Extension 72°C 1min 30sec
x1 Extension final 72°C 10min

Tabla 6: Condiciones utilizadas para PCR en termociclador (* ver Tat

Los niveles de expresion del ARNm de los receptores de gonadotrofinas, los
receptores de hormonas esteroides y las proteinas correguladoras se evaluaron en muestras
de quistes ovaricos espontaneos y de foliculos antrales pequefios, medianos y grandes
provenientes de frigorifico. Para el caso de los receptores de esteroides ademas se evaluo la

expresion del ARNm en muestras de quistes ovaricos provenientes de “casos a campo”.

3.8.5- Electroforesis en geles de agarosa

Los amplificados obtenidos de las distintas PCR se corrieron en geles de agarosa al
2% tefiidos con GelR&Y (Biotium, California, Estados Unidos) de manera conjunta con
un marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PB-L Productos Bio-Légicos, Buenos

Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la especificidad del producto. Las bandas
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obtenidas fueron visualizadas en el gel con un transiluminador UV (Labnet, Edison,
Estados Unidos) y se tomaron imagenes digitales con una camara de fotos Olympus BH-2,

(Olympus Co.).

3.8.6- Analisis de imagenes

El analisis de las imagenes se realizé utilizando el programa Image-Pro Plus 3.0.1
(Media Cybernetics). Los niveles de ARNm se expresaron como una relacion entre la
Densidad Optica Integrada (DOI) de las bandas de los diferentes mensajeros con su

correspondiente gen normalizador.

3.8.7- Secuenciacion de los productos de amplificacion

Para confirmar la identidad de las bandas observadas en los geles de agarosa, todos
los productos de amplificaciébn obtenidos fueron aislados y enviados a un laboratorio
externo para su secuenciacion (Macrogen, Seul, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas
fueron editadas utilizando el prograrBsoEdit y se compararon con la base de datos
GenBank mediante la herramienta BLASTn disponible  on line

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

3.9- Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los diferentes parametros cuantificados se utilizdé un
programa informatico (SPSS 11.0, Windows, SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). La
diferencia significativa entre grupos se obtuvo por one-way ANOVA, seguida de un
andlisis de comparacion multiple Duncan’s. Un valor de p <0,05 se consideroé significativo.
Los resultados fueron expresados como el promedio * error estandar medio (SEM). Este
error estandar medio se puede definir como la distribucion de probabilidad de un

parametro; es la desviacion estandar de la distribucion de las muestras.
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3.10- Normas éticas y de bioseguridad

Los procedimientos efectuados con los animales de experimentacion fueron
realizados de acuerdo a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of
Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching, Federation of Animal
Science Societies, 1la. Ed. 1999. Estados Unidos). 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 nimero 32/2008.

Se prestd especial atencién en el uso y manejo de residuos de drogas o reactivos
potencialmente contaminantes, siguiendo las normativas institucionales para su

eliminacion.
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4.1- Caracterizacion de la induccién de la COD

Por ultrasonografia pudo observarse que todos los animales tratados con ACTH
presentaron desarrollo de un foliculo dominante en uno de sus ovarios el cual no ovuld y
persistié por mas de 10 dias, momento en el que se realizé la ovariectomia (Figura 14). La
dinamica folicular de los animales controles permanecié normal observandose desarrollo
de foliculos antrales de distinto tamafio con la consiguiente ovulacion del foliculo
dominante preovulatorio y formacion del cuerpo Ilteo.

Con la coloracion de hematoxilina-eosina, pudo observarse que los ovarios de los
animales controles exhibian foliculos en varios estadios de desarrollo incluyendo foliculos
primarios, secundarios y terciarios; cuerpos luteos en regresion y cuerpos blancos asi como
también foliculos con diferente grado de atresia. En todos ellos la morfologia fue normal
en relacion a la estructura analizada.

En los animales tratados con ACTH, los ovarios no presentaron cuerpo liteo ni
tejido luteal activo, se encontraron ademas foliculos primarios, secundarios, terciarios y
atrésicos. En todos los casos se observo un foliculo quistico con un diametro mayor a 20
mm en uno de los ovarios (Figuras 15 y 16). Las capas de la pared folicular presentaron
células aparentemente sanas, sin procesos degenerativos. Las modificaciones endocrinas
existentes durante el desarrollo del modelo experimental fueron evaluadas en un trabajo
previo de nuestro grupo de trabajo, donde se describié que las estructuras quisticas del
modelo experimental presentaron una baja concentracion de testosterona y alta
concentracion de progesterona en liquido folicular, sin cambios para la concentracion de
estradiol (Ortega y col., 2008; Salvetti, 2010), en concordancia a lo sugerido por otros
autores (Monniaux y col., 2008). El nivel de i&4tradiol medido en suero durante el
periodo de induccion de la enfermedad con ACTH hasta 10 dias posteriores presentd una
elevacion significativa en los animales con COD inducida en relacion a los controles. La
progesterona presentd una elevacion significativa en los animales controles en relacion a
los COD a partir del dia 23 del ciclo. El cortisol se mantuvo elevado desde el inicio en los
animales tratados con ACTH hasta el dia 23, bajando luego a los mismos niveles de los
animales controles (Ortega y col., 2008; Salvetti, 2010).

De los ovarios obtenidos en playa de faena se obtuvieron quistes foliculares

espontaneos con diferentes caracteristicas (algunos con capa de granulosa ausente, otros
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con la teca luteinizada, e incluso se observaron quistes luteales y paraovaricos). Solo se

evaluaron aquellos quistes foliculares que presentaron todas las capas foliculares sin

luteinizacion (Figura 17).

Figura 15: Quiste folicular de mas de :

Figura 14: Ultrasonograa de un anime
con un quiste folicular de 31,03 x 21,66 mm de didmetro obtenido luego de la

mm en el ovario derecho. castracion. Q: quiste.
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Figura 17: Detalle de la pared folicular

de un quiste de un animal con COD
espontaneal.a barra equivale a 20m. G:

granulosa; TI: teca interna.

Figura 16: Detalle de la pared folicular
de un quiste de un animal con COD

inducida. La barra equivale a 20m. G:
granulosa; TI: teca interna.
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4.2- Caracterizacion de muestras de células de la granulosa y de la teca

Se utilizaron aquellas muestras de células de la granulosa que fueron positivas para
la amplificacion del ARNm de la enzima CyP19 y negativo para el ARNm de la enzima
CyP17. Las muestras de células de la teca utilizadas fueron las que evidenciaron la
presencia de bandas correspondientes al tamafio esperado del producto de amplificacion de
ADNCc de CyP17 y los transcriptos de CyP19 no se encontraron en ninguna de ellas.

Los juegos de oligonucledtidos disefiados fueron comparados contra el genoma
completo deBos Taurusutilizando la herramientBLAST disponibleon ling los cuales
demostraron ser especificos para su correspondiente secuencia de ADNc y no presentaron
homologia contra ninguna otra secuencia contenida en el genoma bovino.

El resultado de la secuenciacion para CyP17 demostr6 que los productos
amplificados de 319 pb tuvieron un 100% de homologia con la secuencia del gen que
codifica la enzima CyP17 d&os taurugresente eenBank (Nro. Acceso NM_174304).

Para CyP19, la secuencia correspondiente a la banda de 341 pb tuvo un 100% de similitud
con la secuencia gendémica para CyP1®8de tauruspresente eiienBank (Nro. Acceso

BTCYP19). Los resultados obtenidos mediante BLASEmmuestran en el Anexo Il.

4.3- Analisis de la expresiéon del gen normalizador

Los amplificados para GAPDH fueron localizados en todas las muestras analizadas
con un patrén de expresion constante en todos los grupos estudiados (Figura 18) por lo
tanto, la eleccion de GAPDH como control interno de RT-PCR resulté ser adecuada en el
presente trabajo de Tesis. La secuencia correspondiente a la banda de 103 pb tuvo un 100%
de similitud con la secuencia del gen que codifica para GAPDBbddaurugresente en
GenBank (Nro. Acceso BC102589) (Anexo II).
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Figura 18: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificados por PCR de GAPILLos
amplificados de GAPDH fueron localizados en todas las muestras analizadas de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. A la derecha se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de GAPDH.

4.4- Evaluaciéon de los patrones de expresion de los receptores hormonales
en estructuras foliculares

4.4.1- Receptores de hormonas gonadotroéficas

4.4.1.1- Receptor de FSH

4.4.1.1.1- Expresion del ARNm del RFSH por PCR de punto final

Los niveles del ARNm del RFSH fueron evaluados en foliculos antrales pequefios,
medianos, grandes de animales sanos y foliculos quisticos de animales con COD
espontanea. Todas las muestras de ovario analizadas fueron recolectadas en la playa de
faena. Se encontr6 expresion del RFSH solo en la granulosa de los foliculos antrales
controles y quistes (Figura 19). La secuencia correspondiente al producto de PCR mostro
una similitud del 100% con la secuencia gendmica para RFBbslauruspresente en
GenBank (Nro. Acceso L22319) (Anexo II).

La semicuantificacion por PCR del ARNm del RFSH evidencié una disminucion
significativa en quistes espontaneos respecto a los foliculos antrales controles (p <0,05)
(Figura 20).
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Figura 18 Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificadosr PCR del RFSH. Los
amplificados del RFSH fueron localizados solo en las células de la granulosa de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. A la derecha se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de RFSH.
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Figura 20: Semicuantificacion dd ARNm del RFSH en estructuras foliculares bovina:

Solo se observa expresion del ARNm del RFSH en células de la granulosa de foliculos antrales
pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de
ovarios de animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de la
densidad optica integrada (DOI) para RFSH en relacion a GAPDH (UA) + el error estandar
medio (SEM). Letras distintas significan diferencias significativas (p <0,05).

4.4.1.2- Receptor de LH
4.4.1.2.1- Expresion del ARNm del RLH por PCR de punto final

Los ADNCc utilizados para la evaluacion de los niveles del ARNm fueron generados

a partir de foliculos antrales pequefios, medianos, grandes de animales sanos y foliculos
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quisticos de animales con COD espontanea. Todas las muestras de ovario fueron
recolectadas en la playa de faena.

Mediante PCR se obtuvo un producto de 133 pb, correspondiente con la longitud
esperada del fragmento amplificado del RLH (Figura 21). La secuencia correspondiente a
la banda de 133 pb tuvo un 100% de similitud con la secuencia del gen que codifica para
RLH deBostaurus presente en GenBank (Nro. Acceso AF491303) (Anexo II).

Células de la Granulosa Células de la teca
- I T
E
FP FM FG FO FP FM FG FO

Figura 21: Deteccion en gede agarosa 2% de los amplificados por PCR | RLH. Los
amplificados del RLH fueron localizados en las células de la teca de foliculos antrales pequefios
(FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de
animales con COD espontanea. Solo se detectaron bandas en las células de la granulosa de los
FG y FQ. En el centro se indica el tamafio en pares de bases (pb) de los productos de PCR de
RLH.

La expresion del ARNm del RLH se observé en las células de la teca de todas las
categorias foliculares analizadas y solo en foliculos antrales grandes vy foliculos quisticos
en la capa de la granulosa. Los resultados demuestran un disminucion significativa en la
expresion del RLH (p <0,05) en los foliculos quisticos en ambos estratos celulares. La
Figura 22 muestra los niveles de expresion del RLH en células de la granulosa y de la teca

de las distintas estructuras foliculares evaluadas.
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Figura 22: Semicuantificacion dd ARNm del RLH en estructuras foliculares bovinas. La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm del RLH en células de la granulosa y de la teca
de foliculos antrales pequefos (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos Y foliculos
quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. Las barras representan los valores
medios de DOI para RLH en relacién a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias
significativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p <0,05).

4.4.2- Receptores de hormonas esteroides

4.4.2.1- Receptor de andrégenos
4.4.2.1.1- Localizacion y cuantificacion de la expresion del RA por Inmunohistoquimica

La expresion proteica del RA se realiz6 sobre preparados histolégicos de ovarios
provenientes de animales del grupo control (ver seccion 3.1.3) y de animales con quistes
foliculares espontaneos obtenidos en frigorifico (ver secciéon 3.3.3) e inducidos
experimentalmente (ver seccion 3.1.3). Se observdé marcacion nuclear en las células de la
granulosa y de las tecas (interna y externa) de los foliculos en los distintos estadios del
desarrollo asi como también en los foliculos quisticos (Figura 23).

Los resultados obtenidos evidenciaron un incremento significativo en la expresion
nuclear del RA en foliculos terciarios de animales controles en relacion a lo detectado en
foliculos secundarios, terciarios y quisticos de animales con la enfermedad. No se
observaron diferencias significativas en los perfiles de expresion del RA detectados en los
foliculos primarios y secundarios de ovarios de animales del grupo control con respecto a

los ovarios de animales con C@EBpontanea e inducida experimentalméhtgura 24).
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Figura 23: Deteccién dl RA en estructuras foliculares bovinas Inmunamarcacién con a-

RA de la pared folicular de foliculos en distintos estadios de desarrollo y de foliculos quisticos.
Se observa marcacion contra RA en los ndcleos de las células de la granulosa (G), de la teca
interna (Tl) y externa (TE). La barra equivale a 40 micras.
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Figura 24: Inmunomarcacion del RA en estructuras foliculares bovinas Las grafica:
muestran el porcentaje del area inmunomarcada en células de la granulosa, teca interna y teca
externa evaluada en foliculos primarios (P), secundarios (S), terciarios (T) y quisticos (Q) de
ovarios provenientes de animales del grupo control, con COD inducida experimentalmente
(Inducido) y con COD espontanea obtenido de frigorifico (Espontaneo). Las barras representan
las medias de los porcentajes del area inmunomarcada = SEM. Las letras muestran diferencias
sigrificativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (f

4.4.2.1.2—- @terminacion de la especificidad del anticuerpo anti-RA

Por medio de la técnica de western blot, se detectaron dos bandas intensamente
marcadas en foliculos antrales grandes de hembras controles y foliculos quisticos de
animales con COD espontanea, cuyos pesos moleculares correspondieron a 110 kDa (RA-
A) y 87 kDa (RA-B) (Figura 25). La marcacion fue altamente especifica sin detectar

reaccion cruzada con otras proteinas bajo las condiciones establecidas en el ensayo. No se
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observé deteccion alguna al reemplazar el anticuerpo primario por TBS-T-leche 3% o

buffer de bloqueo.

Figura 25: Especificidad del anticuerpo ant-

RA en estructuras foliculares bovinas.
Deteccion especifica de dos bandas, cuyos
pesos moleculares corresponden a RA-A de
110 kDa y a RA-B de 87 kDa, en la pared
folicular de foliculos antrales grandes (FG) de
ovarios de animales controles y foliculos
quisticos (FQ) de ovarios de animales con
COD espontanea. A la derecha se indica la
isoforma de la proteina identificada y a la
izquierda sus pesos moleculares.

4.4.2.1.3- Expresion del ARNm del RA por PCR de punto final

El patron de expresion del ARNm del RA se evallo en muestras de pared completa
como asi también en células de la granulosa y de la teca, por separado, en foliculos
pequefios, medianos, grandes de animales controles y foliculos quisticos de animales con
COD espontanea. Todas las muestras de ovario fueron recolectadas en la playa de faena.

Los amplificados obtenidos por PCR correspondieron a la longitud esperada del
fragmento amplificado para RA (Figura 26). La secuencia correspondiente a la banda de
172 pb, tuvo un 100% de similitud con la secuencia gendmica para RBAéaurus
presente en GenBank (Nro. Acceso AY862875) (Anexo ).
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Figura 26: Deteccién en gel de agara 2% de los amplificados por PCR dl RA. Productos

de RT-PCR del RA en todas las muestras analizadas de foliculos antrales pequefios (FP),
medianos (FM), grandes (FG) provenientes de ovarios sanos y de foliculos quisticos (FQ) de
ovarios de animales con COD espontanea.

Los resultados de la semicuantificacion obtenidos mostraron que los niveles de
expresion del ARNm del RA permanecieron similares en la pared completa de los foliculos

de todas las categorias estudiadas (Figura 27).
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Figura 27: Semicuantificacion dd ARNm del RA enla pared folicular de ovarios bovinos.

La grafica muestra el nivel de expresion del ARNm del RA en la pared completa de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de
DOI para RA en relacién a GAPDH (UA) £ SEM.
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Una expresion diferencial del ARNm del RA se observé cuando se analizaron las
células de la granulosa y de teca por separado. Los foliculos quisticos evidenciaron un
nivel de expresion significativamente mayor del ARNm del RA (p <0,05) en células de la
granulosa. En células de la teca se detecté una expresién moderada con una disminucion
significativa (p <0,05) en foliculos quisticos en relacion a los foliculos medianos de

ovarios normales (Figura 28).
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Figura 28: Semicuantificacion dd ARNm del RA en estructuras foliculares bovinas La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm del RA en las diferentes capas celulares de
foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos
quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. Las barras representan los valores
medios de DOI para RA en relacion a GAPDH (UA) = SEM. Las letras muestran diferencias
significativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p <0,05).

4.4.2.2- Receptores de estrogenog g
4.4.2.2.1-Expresion del ARNm de las isoformas del RE por PCR de punto final

Los ADNc de las isoformas y B del REse generaron a partir de muestras de
estructuras foliculares que presentaron tanto la pared completa como también solo células
de la granulosa y de teca. Los niveles de ARNm se evaluaron en foliculos antrales
pequefios, medianos, grandes de animales controles y foliculos quisticos de animales con
COD espontanea. Todas las muestras de ovario fueron recolectadas en la playa de faena.

El resultado de la secuenciacion para los productos amplificados dedldRiBta

gue la secuencia correspondiente a la banda de 234 pb tuvo un 100% de similitud con la
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secuencia del gen que codifica parauRIEBos taurugpresente elienBank (Nro. Acceso
AY538775). Para RE la secuencia correspondiente a la banda de 24dvpbunh 100%
de similitud con la secuencia gendmica pard3 RIE Bos tauruspresente erGenBank
(Nro. Acceso NM_174051). Los resultados obtenidos medB#STn se muestran en
el Anexo Il.

La expresion del ARNm fue detectada en todas las estructuras foliculares
analizadas (Figura 29). El nivel de expresién del ARNm del B foliculos quisticos
mostré una tendencia a disminuir con respecto a los foliculos antrales grandes de ovarios
de animales controles (p <0.10). En la pared completa de foliculos quisticos el nivel de
expresion del RE fue significativamente menor (p <0,05) en comparaeidos foliculos

pequeiios (Figura 30).
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Figura 29: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificados por P(de las isoformas

del RE. Productos de RT-PCR de las isoformas del RE en todas las muestras analizadas de
foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos
quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea.

Se detectd una expresion débil deloR&n células de la granulosa y de teca de
foliculos antrales pequefios y medianos, aumentando de manera significativa en la

granulosa de foliculos grandes (p <0,05). En células de la granulosa y de la teca los

84



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Resultados

foliculos quisticos mostraron una expresion de los transcriptos detsiBificativamente
mayor en comparacion a los resultados obtenidos en las distintas categorias de los foliculos

sanos (p <0,05).
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Figura 30: Semicuantificacion dd ARNm de las isoformas del RE ella pared folicular de

ovarios bovinos. Las gréficas muestran el nivel de expresion del ARNm de ambas isoformas
del RE en la pared completa de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG)
de ovarios sanos Y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. Las
barras representan los valores medios de DOI de las distintas isoformas del RE en relacién a
GAPDH (UA) + SEM. Letras distintas significan diferencias significativas (p <0,05).

En las células de la granulosa de foliculos antrales grandes se observo un aumento
significativo en la expresion del REen comparacion a las otras categorias foliculares
estudiadas, mientras que se evidencié una disminucion estadisticamente significativa en la
expresion de este receptor en las células de la teca de los foliculos quisticos (p <0,05). Los
resultados del patron de expresion del ARNm de ambas isoformas del RE en las diferentes

capas celulares se muestran en la Figura 31.
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Figura 31: Semicuantificacion dd ARNm de las isoformas del RE en estructura
foliculares bovinas. La grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de las isoforgnfs

del RE en las diferentes capas celulares de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM),
grandes (FG) de ovarios sanos Yy foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD
espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI de las distintas isoformas del RE
en relacion a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias significativas entre las
diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p <0,05).

4.4.2.3- Receptor de progesterona y sus isoformas
4.4.2.3.1- Expresion del ARNm de las isoformas del RP por PCR de punto final.

La expresion de la region E del RP se determind mediante el uso de los
oligonucledtidos Ridtal. La semicuantificacion por RT-PCR se evallo en muestras de
pared completa como asi también en muestras de células de la granulosa y de la teca, por
separado, de las distintas categorias foliculares estudiadas. Los productos de PCR
mostraron bandas con la longitud correspondiente al tamafio esperado del fragmento

amplificado con el juego de oligonucledtidos t&BI (Figura 32). La secuencia
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correspondiente a la banda de 360 pb, tuvo un 100% de similitud con la secuencia
genOmica para RP dBos tauruspresente enGenBank (Nro. Acceso XM _583951)
(Anexo II).

Pared completa

360 pb

FP FM FG FQ

Figura 32: Deteccion en gel de agarosa 2% de lomplificados del RP en la pared folicular

de ovarios bovinos.Los amplificados de la regién E del RP fueron localizados en la pared
completa de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y
foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. A la derecha se indica el
tamafno en pares de bases (pb) de los productos de PCR obtenidosotain RP

Los resultados de la semicuantificacion en muestras de pared completa de muestras
de ovario de animales provenientes de frigorifico mostraron un aumento significativo
(p <0,05) en la expresion del ARNm que codifica para las tres isoformas del RP en los
foliculos antrales grandes con respecto a los medianos. Los foliculos quisticos tuvieron un
comportamiento similar a los foliculos antrales pequefios sin diferencias significativas con

las otras categorias (Figura 33).
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Figura 33: Semicuantificacion dd ARNm del RP enla pared folicular de ovarios bovino.

La grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de la regién E del RP, utilizanokalRP

en la pared completa de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de
ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. Las
barras representan los valores medios de DOI para RP en relacion a GAPDH (UA) + SEM.
Letras distintas significan diferencias significativas (p <0,05).
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Conociendo que el contenido de las isoformas del RP, asi como su regulacion

varian en los tejidos reproductivos como consecuencia del desarrollo, del estado hormonal

y de la carcinogénesis, utilizamos RT-PCR para determinar el patrén de expresion de las

isoformas del RP en células de la granulosa y de la teca de las distintas categorias de

foliculos antrales sanos y también en foliculos quisticos de animales con COD espontanea.

Todas las muestras de ovario fueron recolectadas en la playa de faena.

Se observé la expresion diferencial de las isoformas del RP obteniéndose bandas

correspondientes al tamarfo del fragmento esperado de los productos amplificados por PCR

(Figura 34). Para confirmar la identidad de las bandas los productos de amplificacion

obtenidos en las PCR fueron secuenciados.

Células de la granulosa Células de la teca

RPtotal “ ‘ “ . 360 pb

RPab

RPb 62 pb

FP  FM FG FQ FP FM FG FQ

Figura 34: Deteccién en gel de agarosa 2% de los amplificados por PCR de las isofori

del RP en estructuras foliculares bovinasLos amplificados del RP fueron localizados en

células de la granulosa y de la teca de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes
(FG) de ovarios sanos Yy foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD espontanea.
A la izquierda se indica el tamafio en pares de bases (pb) y en el centro se muestra los

oligonucledtidos usados en la identificacion de las distintas isoformas del RP.

El resultado de la secuenciacion para los productos amplificados obtenidos con el

juego de oligonucleétidos RRal, que abarca todas las isoformas del RP, denota que la

secuencia correspondiente a la banda de 360 pb tuvo un 100% de similitud con la

88



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Resultados

secuencia del gen que codifica para RBde tauruspresente eienBank (Nro. Acceso
XM_583951). Para el juego de oligonucleotidosaRRue flanquea una regiéon comudn de

las isoformas RP-A y RP-B, la secuencia correspondiente a la banda de 131 pb tuvo un
100% de similitud con la secuencia gendmica para RBoddaurugresente etenBank

(Nro. Acceso XM_583951). Para la banda correspondiente a 62 pb (isoforma RP-B), los
resultados de la secuenciacion arrojaron un 100% de similitud con la secuencia del gen que
codifica para RP dBos taurugpresente eisenBank (Nro. Acceso XM_583951) (Anexo

).

La expresion de los transcriptos de la region E del RP en células de la granulosa
demostré una tendencia a disminuir a medida que avanza el desarrollo folicular (p< 0,10).
Los foliculos quisticos mostraron un comportamiento similar a lo hallado en foliculos
antrales grandes. Un aumento significativo en la expresion del ARNm dgldRédntiene

las tres isoformase encontrd en las células tecales de los foliculos quisticos (p <0,05).
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Figura 35: Semicuantificacion del ARNm de las isoformas del RP en estructur
foliculares bovinas. La grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de las isoformas del
RP en las diferentes capas celulares de foliculos antrales pequefios (FP), medianos (FM),
grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales con COD
espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI de las distintas isoformas del RP
en relacion a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias significativas entre las
diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p <0,00)taRmRPab; RPb:
oligonucleodtidos usados para determinar las distintas isoformas del RP.

Los transcriptos obtenidos con el juego de oligonucleétid@bRBe codifica para
una region comun de las isoformas A y B del RP revelaron una moderada expresion del
ARNmM en células de la granulosa y de la teca de todas las estructuras foliculares
analizadas. En células de la granulosa y de la teca de animales sanos los niveles del ARNm
de la isoforma B del RP no mostraron cambios durante el desarrollo folicular, pero un
incremento significativo se encontré en la granulosa de los foliculos quisticos (p < 0,05).
No se observaron diferencias del ARNm de la isoforma RP-B entre las categorias

foliculares en células de la teca (Figura 35).

4.5- Evaluacién de los patrones de expresion de las proteinas
correguladoras en estructuras foliculares

4.5.1- Proteinas coactivadoras
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4.5.1.1- Proteina SRC-1
4.5.1.1.1- Expresion del ARNm de SRC-1 por PCR de punto final

Los ADNCc utilizados para la evaluacion de los niveles del ARNm fueron generados
a partir de foliculos antrales pequefios, medianos, grandes de animales sanos y foliculos
quisticos de animales con COD espontanea. Todas las muestras de ovario fueron
recolectadas en la playa de faena.

La reaccion de PCR de los ADNc obtenidos a partir de foliculos ovaricos bovinos,
usando los oligonucledétidos especificos para este miembro de la familia p160, generaron
amplificaciones de 491 pb, correspondiente con la longitud esperada del fragmento
amplificado de la proteina coactivadora SRC-1 (Figura 36). La secuencia correspondiente a
la banda de 491 pb, tuvo un 100% de similitud con la secuencia gendémica para SRC-1 de

Bos taurus presente en GenBank (Nro. Acceso XM_584905) (Anexo ll).

Células de la Granulosa ~ Células de la teca
ew el B G 4—491pb—>“i “ .
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Figura 36: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amgcados por PCR de SR-1. Los
amplificados de SRC-1 fueron localizados en células de la granulosa y de la teca de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. En el centro se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de SRC-1.

Los niveles del ARNm de SRC-1 en las células de la granulosa permanecieron
similares en las diferentes estructuras analizadas. En células tecales la cuantificacion por
PCR del ARNm de SRC-1 mostro un aumento significativo en los foliculos antrales
medianos en comparacion con las restantes estructuras foliculares controles (p <0,05). En
quistes dicho transcripto mostré una tendencia a aumentar (p <0,10) en relacion a los

foliculos antrales pequefios y grandes (Figura 37).
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Nivel de expresion del ARNm de SRC-1
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Figura 37: Semicuantificacion delARNm de SRC-1 en estructuras foliculares bovinas La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de SRC-1 en foliculos antrales pequefios (FP),
medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de
animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI para SRC-1
en relacion a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias significativas entre las
diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p -

4.5.1.2- Proteina SRC-2
4.5.1.2.1- Expresion del ARNm de SRC-2 por PCR de punto final

Para cuantificar el ARNm total de SRC-2 se realiz6 la técnica de RT-PCR mediante
el uso de oligonucleétidos que hibridaron en la region codificante especifica para este
miembro de la familia de coactivadores p160, comprendida entre las bases 2995-3481. La
secuencia correspondiente a la banda de 487 pb, tuvo un 100% de similitud con la
secuencia gendémica para la proteina coactivadora SRC-Rosletauruspresente en
GenBank (Nro. Acceso XM_584905) (Anexo Il). La expresion del ARNm de SRC-2 se
evalu6é en foliculos antrales pequefios, medianos, grandes y quisticos provenientes de
ovarios obtenidos en frigorifico.

Los niveles de expresion en la capa de células de la granulosa fueron semejantes
entre los foliculos antrales controles y quisticos, no verificAandose diferencias
estadisticamente significativas.

En las células de la teca los foliculos antrales medianos mostraron un aumento
significativo en relacion a los foliculos antrales pequefios (p <0,05). Los foliculos antrales
grandes y los foliculos quisticos mostraron un patron de expresion similar de los niveles
del ARNm de SRC-2, y una tendencia a aumentar en relacién a lo hallado en los foliculos
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antrales pequenos (p <0,10). Los resultados del perfil de expresion del ARNm de SRC-2 se

visualizan en las Figuras 38 y 39.
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Figura 38: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificados por PCR de S-2. Los
amplificados de SRC-2 fueron localizados en células de la granulosa y de la teca de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. En el centro se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de SRC-2.
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Figura 39: Semicuantificacion del ARNmde SRC-2 en estructuras foliculares bovinas La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de SRC-2 en foliculos antrales pequefios (FP),
medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de
animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI para SRC-2
en relacion a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias significativas entre las
diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p -

4.5.1.3-Proteina SRC-3
4.5.1.3.1- Localizacioén y cuantificacion de la expresion de SRC-3 por inmunohistoquimica

La inmunomarcacion de SRC-3 fue detectada en el nucleo y citoplasma de las

células de la granulosa, teca interna y teca externa en todas las categorias foliculares
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estudiadas de ovarios provenientes de animales del grupo control y de animales con quistes
foliculares espontaneos obtenidos en frigorifico e inducidos experimentalmente (Figura
40).
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Figura 40: Deteccién de SR-3 en estructuras foliculares bovina: Inmunomarcacién cc
anti-SRC-3 de la pared folicular de foliculos en distintos estadios de desarrollo y de foliculos
guisticos. Se observa marcacién contra SRC-3 en el nucleo y citoplasma de las células de la
granulosa (G), de la teca interna (T1) y externa (TE). La barra equivale a 40 micras.

94



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Resultados

El patron de expresidon de SRC-3 fue diferente en los animales controles en
comparacion a los animales con quistes espontaneos e inducidos, siendo a su vez diferente
entre ambos grupos de animales con quistes foliculares. El grupo de animales con COD
espontanea presenté un incremento significativo (p <0,05) en la inmunomarcacion de
SRC-3 en las capas de células de la granulosa de los foliculos quisticos. En células tecales,
se evidencio una disminucion (p <0,05) en los foliculos terciarios y quisticos en relacion a
la misma categoria folicular de los grupos control y de quistes de animales con COD
inducida. En aquellos animales con COD inducida la marcacion de SRC-3 en las células de
la teca interna de foliculos quisticos fue significativamente mayor (p <0,05) en
comparacion a los foliculos quisticos del grupo de animales con COD espontanea. Los
resultados de la inmunomarcacion de SRC-3 en los diferentes estratos celulares se

muestran en la Figura 41.
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Figura 41: Inmunomarcacion de SRC-3 en estructuras foliculares bovinasLas graficas
muestran el porcentaje del area inmunomarcada en células de la granulosa, teca interna y teca
externa evaluada en foliculos primarios (P), secundarios (S), terciarios (T) y quisticos (Q) de
ovarios provenientes de animales del grupo control, con COD inducida experimentalmente
(Inducido) y con COD espontanea obtenido de frigorifico (Espontaneo). Las barras representan
las medias de los porcentajes del area inmunomarcada + SEM. Las letras muestran diferencias
significativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada eslular (p <0,05)
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4.5.1.3.2- Determinacion de la especificidad del anticuerpo anti-SRC-3 por Western Blot

La especificidad del anticuerpo para SRC-3 utilizado en IHQ se corroboré mediante
la realizacion de la técnica de western blot. Se evidencié una banda de 160 kDa en
foliculos antrales grandes y en foliculos quisticos correspondiente al peso molecular
esperado para la proteina SRC-3 (Figura 42). La marcacion fue altamente especifica sin
detectar reaccion cruzada con otras proteinas bajo las condiciones establecidas en el
ensayo. No se observé deteccion alguna al reemplazar el anticuerpo primario por TBS-T-

leche 3% o buffer de bloqueo.

SRC-3
-

~ = <160 kDa

Figura 42: Especificidad del anticuerpo
anti-SRC-3 en estructuras foliculares
bovinas. Deteccion especifica de la proteina
SRC-3 en la pared folicular de foliculos
antrales grandes (FG) de ovarios de animales
controles vy foliculos quisticos (FQ) de ovarios
~ de animales con COD espontanea. A la derecha
i Bl L .
se indica el peso molecular de la proteina
FG FQ identificada.

4.5.1.3.3- Expresion del ARNm de SRC-3 por PCR de punto final

La expresion del ARNm de SRC-3 se evallo en muestras de células de la granulosa
y de la teca, por separado, de las distintas categorias de foliculos antrales controles y de
foliculos quisticos espontaneos provenientes de ovarios obtenidos en frigorifico. Los
productos de PCR observados en el gel de agarosa tefiidos con gel red mostraron bandas
correspondientes con la longitud esperada del fragmento amplificado para SRC-3 (Figura
43). La secuencia correspondiente a la banda de 490 pb, tuvo un 100% de similitud con la
secuencia del gen que codifica para SRC-3Bds tauruspresente erGenBank (Nro.
Acceso XM_602010) (Anexo II). La cuantificacion por PCR del ARNm de SRC-3 mostro
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gue existen diferencias significativas entre los quistes y los foliculos antrales controles en
células de la granulosa, siendo mayor los niveles de expresion del ARNm de SRC-3 en los
quistes foliculares (p <0,05). En teca, los foliculos quisticos mostraron una expresion del

ARNmM significativamente menor (p <0,05) en relacién a foliculos antrales medianos

(Figura 44).

Células de la Granulosa Células de la teca

e b 1 ke d el

FP FM FG FQ FP FM FG FQ

Figura 43: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificados por PCR de ¢3. Los
amplificados de SRC-3 fueron localizados en células de la granulosa y de la teca de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. En el centro se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de SRC-3.
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Figura 44: Semicuantificacion del ARNmde SRC-3 en estructuras foliculares bovina. La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de SRC-3 en foliculos antrales pequefios (FP),
medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de
animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI para SRC-3
en relacion a GAPDH (UA) + SEM. Las letras muestran diferencias significativas entre las
diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (p -
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4.5.2- Proteinas correpresoras
4.5.2.1- Proteinas REA y SMRT
4.5.2.1.1- Localizacion y cuantificacion de la expresion de REA y SMRT por

Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de las proteinas correpresoras
se realizo sobre preparados de tejido ovarico de animales provenientes del grupo control,
animales con COD inducida y animales con COD espontanea (material obtenido de
frigorifico). Mediante estos ensayos se evalud la expresion de las proteinas REA y SMRT
a lo largo de los distintos estadios del desarrollo folicular y en estructuras quisticas.

4.5.2.1.1.1- Inmunomarcacion para REA

Se evalu6 la inmunomarcacion en las tres capas foliculares: granulosa, teca interna
y teca externa de los grupos experimentales estudiados. Con el anticuerpo utilizado se
observé marcacién nuclear-citoplasmatica en las células de la granulosa y de las tecas en

los foliculos de los distintos grupos de estudio (Figura 45).
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Figura 45: Deteccion de REA en estructuras foliculares bovine Inmunomarccion con an-

REA de la pared folicular de foliculos en distintos estadios de desarrollo y de foliculos
guisticos. Se observa marcaciéon contra REA en los nucleos y en el citoplasma de las células de

la granulosa (G), de la teca interna (TI) y externa (TE). La barra equivale a 40 micras.

menor inmunomarcacion en la teca interna siendo despreciable su marcacion en células de
la teca externa. Se hall6 un aumento significativo en la expresion de REA a nivel de la

capa de células de la granulosa en foliculos quisticos del grupo de animales con COD

La expresion de REA se localizé principalmente en la capa granulosa detectdndose

espontanea (p <0,05) (Figura 46).
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Figura 46: Inmunomarcacion de REA en estructuras foliculares bovinas.Las gréficas
muestran el porcentaje del area inmunomarcada en células de la granulosa, teca interna y teca
externa evaluada en foliculos primarios (P), secundarios (S), terciarios (T) y quisticos (Q) de
ovarios provenientes de animales del grupo control, con COD inducida experimentalmente
(Inducido) y con COD espontanea obtenido de frigorifico (Espontaneo). Las barras representan
las medias de los porcentajes del &rea inmunomarcada + SEM. Las letras muestran diferencias
significativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (|

4.5.2.1.1.2dnmunomarcaciéon para SMRT

Las células inmunomarcadas para SMRT fueron observadas en todas las categorias
foliculares estudiadas de los tres grupos estudiados (Figura 47). El SMRT fue detectado en
el nucleo y citoplasma de las células de la granulosa, teca interna y teca externa de todos
los foliculos estudiados. En la capa de la granulosa de los foliculos quisticos de animales
con COD espontanea se observé una disminucion significativa (p <0,05) en la expresion de
SMRT, contrariamente a lo observado en los foliculos quisticos de animales con COD
inducida. Este comportamiento opuesto en el grupo de quistes espontaneos en relacion al
grupo de quistes inducido se demostré en las capas de la teca siendo significativamente
menor la inmunomarcacion en los foliculos quisticos de animales con COD espontanea
(p <0,05) (Figura 48).
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Figura 47: Deteccién de SMRT en estructuras foliculares bovine Inmunomarcacion cc
anti-SMRT de la pared folicular de foliculos en distintos estadios de desarrollo y de foliculos
quisticos. Se observa marcacién contra SMRT en el nacleo y citoplasma de las células de la
granulosa (G), de la teca interna (TI) y externa (TE). La barra equivale a 40 micras.
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Figura 48: Inmunomarcacién de SMRT en estructuras foliculares bovinasLas graficas
muestran el porcentaje del &rea inmunomarcada en células de la granulosa, teca interna y teca
externa evaluada en foliculos primarios (P), secundarios (S), terciarios (T) y quisticos (Q) de
ovarios provenientes de animales del grupo control, con COD inducida experimentalmente
(Inducido) y con COD espontanea obtenido de frigorifico (Espontaneo). Las barras representan
las medias de los porcentajes del area inmunomarcada = SEM. Las letras muestran diferencias
significativas entre las diferentes estructuras foliculares de cada estrato celular (|

4.5.2.1.2-Determinacion de la especificidad de los anticuerpos utilizados para detectar

proteinas correpresoras mediante Western Blot

La especificidad de los anticuerpos usados para las proteinas correpresoras se
determiné mediante la técnica de western blot. La inmunomarcacion se realizd en muestras
de pared folicular de quistes espontaneos y foliculos antrales controles provenientes de
material obtenido en frigorifico. La marcacion fue altamente especifica sin detectar

reaccion cruzada con otras proteinas bajo las condiciones establecidas en el ensayo. No se
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observé deteccion alguna al reemplazar el anticuerpo primario por TBS-T-leche 3% o

buffer de bloqueo. Los resultados se muestran en la Figura 49.

-

- *37 kDa
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150 kDa— v anl
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Figura 4¢: Especificidad de los anticuerpo:
para las proteinas correpresoras en
estructuras foliculares bovinas Deteccion
especifica de las proteinas REA y SMRT en la
pared folicular de foliculos antrales grandes
(FG) de ovarios de animales controles y
foliculos quisticos (FQ) de ovarios de animales
con COD espontanea. En el centro se indica el
peso molecular de la proteina identificada.

4.5.2.2- Proteinas LCoR

4.5.2.2.1- Expresion del ARNm de LCoR por PCR de punto final

Utilizando la técnica de RT-PCR se cuantifico la expresion del ARNm de LCoR en

foliculos antrales sanos y quistes de animales provenientes de frigorifico. Los productos de

PCR evidenciaron bandas de 340 pb, correspondiente con la longitud esperada del

fragmento amplificado de LCoR (Figura 50).

Células de la Granulosa

FP FM FG FQ

Células de la teca

«—340 pb — - . e -
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Figura 50: Deteccion en gel de agarosa 2% de los amplificados poCR de LCoR. Los
amplificados de LCoR fueron localizados en células de la granulosa y de la teca de foliculos
antrales pequefios (FP), medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos
(FQ) de ovarios de animales con COD espontanea. En el centro se indica el tamafio en pares de
bases (pb) de los productos de PCR de LCoR.
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La secuencia correspondiente a la banda de 340, tuvo un 100% de similitud con la
secuencia genomica para LCoR Bes tauruspresente enGenBank (Nro. Acceso
XM_584325) (Anexo II).

Los niveles de expresion no mostraron diferencias en las diferentes estructuras

analizadas (Figura 51).
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Figura 51: Semicuantificacior del ARNm de LCoR en estructuras foliculares bovina: La

grafica muestra el nivel de expresion del ARNm de LCoR en foliculos antrales pequefios (FP),
medianos (FM), grandes (FG) de ovarios sanos y foliculos quisticos (FQ) de ovarios de
animales con COD espontanea. Las barras representan los valores medios de DOI para LCoR en
relacion a GAPDH (UA) £ SEM.

4.6- Evaluacion de la enfermedad quistica ovarica en muestras de ovarios
de animales con COD espontanea obtenidos a campo
4.6.1- Caracteristicas observadas en las vacas con COD diagnosticada a

campo

La informacion recibida de varios establecimientos de la zona a cerca de la
existencia de animales con COD, permitié que profesionales de nuestro grupo de trabajo
realicen la evaluacién de los signos y la confirmacion por ultrasonografia de la
enfermedad. De estos animales en produccion, se pudo conocer su condicion corporal, la
edad, la alimentacion que recibieron, el numero de pariciones, el tamafio de los quistes, la
produccion de leche y el estado reproductivo en el que se encontraban. Las caracteristicas

mas notables de cada uno de los casos estudiados se presentan en la Tabla 7.
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Muestras de Condicién

cas a campo corporal

(QERED)

Edad Produccion
de leche

Numero de
pariciones

Tamano de los
quistes (mm)

Células de la teca
a 2,5
b 2,5
C 3
e 25
f 2,5

Células de teca y granulosa
3

g

h 2,5
i 2,5
j 2,5
k 2,5
| 2,5
m 3

Células de la granulosa
n 2,5

87
89
62
72
80

60
54
93
64
43
84
45

75

22

26

26
32,4
32,6

35,4
16,2
28
32,6
32
20
24,4

23,4

A w N DD

P P WODNMNNDN

36,42 x 36,04
53,36 x 24,79
34,87 x 47,92
27x21
49,6 x 28,4

34 x 27
56,48 x 21,91
42,73 x 22,09

31x29

41,8 x 26,9
29,08 x 27,97
41 x 23

22 x 29

Tabla 7: Caracteristicas observadas en lecas quisticas estudiadas, que ponen de mani

la gran variabilidad existente en los quistes ovaricos.

Los ovarios estudiados presentaban una morfologia ovoide, limitados por un borde
hiperecogénico constituido por la tunica albuginea. La zona inferior al ovario se
caracterizaba por presentar un patron ecogénico difuso, que se correspondia con la fimbria
ovarica. Los foliculos quisticos se caracterizaron por su aspecto anecogénico y redondeado
gue en algunos casos ocupaba la mayor parte del ovario, destacandose en la zona inferior al
mismo una banda ecogénica, como consecuencia de la reflexion del eco. Se observaron
paredes finas y generalmente bien definidas, si bien en algunos casos se presentaban algo
difuminadas. Algunos quistes presentaron delgados septos de separacion. Respecto al
tamano quistico, todos los animales presentaron un diametro superior a 20 mm, siendo un

diametro mayor al ovulatorio para la raza Holando Argentino. En la Figura 52 se muestran

fotografias tomadas durante el examen ultrasonografico de los animales.
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5103 od

5096 od 5085 oi

Figura 52: Caracteristicas ecogénicas de los quistes folicular La muestra 103 (figura Ay

B) presenta quistes en ambos ovarios. La imagen ecogréafica muestra una estructura redondeada
con aspecto anecogénico con bordes definidos. Las figuras C-F representan quistes foliculares
septados. Se caracterizan por su gran tamafio, aspecto anecogénico y delgados septos de

separacion.
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4.6.2- Expresion de receptores hormonas esteroides y de enzimas

esteroidogénicas en “muestras de casos a campo”

En muestras diagnosticadas a campo se analizaron quistes foliculares mediante
aspirado folicular guiado por ultrasonografia para evaluar la expresion del ARNm de los
receptores de esteroides y de las enzimas esteroidogénicas CyP17 y CyP19. Los resultados
demostraron que mediante la técnica de aspirado folicular, es posible obtener poblaciones
celulares de granulosa y de teca lo que nos permitio identificar los transcriptos de los genes
buscados mediante la técnica de RT-PCR. Los valores fueron expresados como la relacion
entre la DOI de la sefal de los productos de PCR y la DOI de la sefial de la expresion
constitutiva de GAPDH.

Solo las muestras positivas para la expresion del ARNm de GAPDH fueron
utilizados para investigar la expresion del ARNm de los genes de interés. Ademas, en
todos los casos se realiz6 un control negativo omitiendo el paso de transcripciéon reversa y
un control sin ADN molde.

Particularmente, se caracterizé la poblacion celular de los aspirados mediante el
analisis de la expresion del ARNm de la enzima CyP19 propia de las células de la
granulosa y de la enzima CyP17 presente en células de la teca. Aquellas muestras que
evidenciaron bandas en los amplificados de PCR correspondientes al tamario del fragmento
esperado para los transcriptos de las enzimas CyP17 y CyP19 fueron consideras como un
grupo aparte. Se lograron identificar seis muestras de aspiracion folicular de quistes que
contenian solo células de la teca; una sola muestra con células de la granulosa y siete
muestras que presentaron ambas poblaciones celulares de las que integran la pared de los
quistes (teca y granulosa). A partir de ellas se procedié al analisis de la expresion del
ARNmM de los receptores de hormonas esteroides.

En las muestras que presentaron Unicamente células de la teca no se detectd
expresion del ARNm que codifican para:[RRA y el fragmento del RP que flanquea una
region comuan de las isoformas A y B. Como se puede observar en la Figura 53, las
muestras que presentaron ambas poblaciones celulares mostraron expresién del ARNm que
codifican para: Rk, REf RA y region E del RPregidbn comun a las isoformas A y B del
RP y la isoforma RP-B. A diferencia de la muestra que presentd expresion positiva del

ARNmM de la enzima CyP19, en la cual no se detectd expresion de los transcriptos del RP
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que abarca las isoforma RP-A y RP-B. Cabe mencionar que solo 2 muestras de 7
mostraron expresion con el juego de oligonucledtidoabRP
En la Figura 53 se visualizan de modo descriptivo los amplificados de los

transcriptos de ARNm evaluados en quistes foliculares de muestras diagnosticadas a

campo.
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Figura 53: Identificacién de los transcriptos de los receptores de hormonas esteroides
muestras de células obtenidas mediante la técnica de aspirado foliculba grafica muestra

la expresion del ARNm de los receptores esteroides y de las enzimas esteroidogénicas en
muestras de quistes que presentaron células de |#lca células de la granulodi™ y

ambas poblaciones celulard. CyP17, CyP19: oligonucleétidos utilizados para la
identificacion de las enzimas esteroidogénicas evaluRdias.RES, RA, RPtotal RPab,RPh
oligonucledtidos utilizados para la identificacion de las distintas isoformas de los receptores
esteroides.
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5.1- Induccion de la enfermedad quistica ovarica en bovinos

Los métodos de diagnostico empleados en bovinos para la deteccion de quistes
foliculares han estado basados en la palpacién rectal (Grunert y Berchtold, 1982) como
método tradicional, econdémico y rapido, pero actualmente la exploracion de los ovarios
mediante el empleo de técnicas ultrasonograficas, apoyado con la determinacion de los
niveles hormonales, permite distinguir estructuras dificiles de clasificar por palpacion
(Carroll y col., 1990). Ademas, la visualizacion del aspecto ecografico de las paredes
foliculares y los niveles de progesterona plasmatica sirven para confirmar el diagndstico y
diferenciar los quistes de tipo folicular (progesterona <1 ng/ml, paredes delgadas) de los
luteinicos (progesteronal ng/ml, paredes engrosadas) (Roberts, 1986). Enessidio,
todos los quistes fueron clasificados como foliculares ya que sus paredes eran finas y la
concentracion plasmatica de progesterona durante el periodo de la experiencia también fue
baja (<0,5 ng/ml) (Ortega y col., 2008; Salvetti, 2010). Durante el seguimiento ecografico,
pudo apreciarse una cavidad uniforme anecogénica y redondeada mayor a 20 mm. No se
produjo dehiscencia folicular en ninguna de las vacas inducidas.

La administracion de ACTH dos veces diarias durante 7 dias a partir del dia 15 del
ciclo estral bovino fue efectiva para inducir quistes foliculares en la totalidad de los
animales tratados. Acerca del fundamento de este modelo, se ha demostrado que las vacas
con COD presentan células gonadotrofas-LH atréficas, menor cantidad de hormona
intracelular (determinada por inmunohistoquimica), liberacion alterada y degradacién
hormonal intracelular (Busato y col., 1995). Paralelamente, se ha descripto que las células
hipofisarias corticotrofas se encuentran hipertrofiadas y con mayor inmunorreactividad a
ACTH, postulando que una hiperestimulacion del eje corticotropico podria inhibir la
secrecion pulsatil y basal de LH y causar la atrofia de las células gonadotrofas-LH. Desde
el punto de vista reproductivo, se ha demostrado que la administraciéon de ACTH durante
la fase folicular generd niveles constantes de LH suprimiendo el pico preovulatorio y
afectando la frecuencia pulsatil de esta hormona (Ribadu y col., 1999, 2000; Dobson y col.,
2000). Es por ello que el uso de ACTH para inducir experimentalmente quistes foliculares
ha proporcionado un excelente modelo para analizar diversos aspectos de la enfermedad
que se presenta en bovinos (Cook y col., 1990; Ribadu y col., 1999, 2000; Dobson y col.,
2000; Calder y col., 2001, Ortega y col., 2008; Salvetti, 2010).
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La caracterizacion histoldgica de los ovarios provenientes del modelo experimental
evidencio algunas diferencias con la morfologia observada en los quistes obtenidos en
frigorifico ya que estos ultimos mostraron alta variabilidad en cuanto a presencia y estado
de la capas de la granulosa y teca interna observandose en muchos casos luteinizacion de la
teca interna o ausencia de la granulosa. Es probable que estos cambios se deban al hecho
de que al momento de la toma de muestras de ovarios en los animales con COD espontanea
obtenidos en playa de faena, la enfermedad ya esta establecida desconociendo el tiempo de
permanencia. Ademas, el perfil morfologico y endocrino en el momento del diagnostico
puede ser diferente a las condiciones que prevalecieron al momento de la formacion inicial
del quiste (Ribadu y col., 1999; Dobson y col., 2000; Calder y col., 2001; Silvia y col.,
2002; Johnson, 2004; Vanholder y col., 2006).

5.2- Expresion de los receptores de hormonas gonadotréficas

La reproduccion en mamiferos es dependiente de la liberacion pulsatil de FSH y
LH que actian de manera coordinada para regular la funcién gonadal. Como ya hemos
mencionado, las acciones biolégicas de FSH y LH, mediante sus receptores especificos,
incluyen la estimulacion de la maduracion y de la funcion endocrina del ovario y la
regulacion de la esteroidogénesis (Bao y Garverick, 1998; Dufau, 1998; Tena-Sempere y
col., 1999).

En este trabajo se caracterizd la expresion del ARNm de los receptores de
hormonas gonadotroficas (RFSH y RLH) en los diferentes estadios del crecimiento de los
foliculos antrales y en foliculos quisticos. El ARNm del RFSH se expreso solamente en las
células de la granulosa de los foliculos antrales en concordancia con lo hallado en trabajos
previos (Xu y col., 1995; Bao y Garverick, 1998). En los quistes se observo una respuesta
diferencial en relacion a los foliculos antrales controles.

La emergencia de cada onda folicular es precedida por un aumento transitorio en
las concentraciones plasméaticas de FSH tanto en vacas con ciclos estrales normales (Cook
y col., 1990, Xu y col., 1995) como en aquellas vacas que desarrollan quistes ovaricos
(Hamilton y col., 1995). Sin embargo, el inicio de las ondas foliculares puede ocurrir a

intervalos mas largos o mas irregulares en las vacas con quistes (Hamilton y col., 1995;
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Calder y col., 2001). Estudios anteriores han mostrado que los cambios en la concentracion
0 patrones de secrecion de FSH no parecen estar asociados a la aparicion de quistes
ovaricos (Brown y col., 1982; Cook y col., 1990; Busato y col., 1995; Hamilton y col.,
1995), ya que la concentracion media, la frecuencia y la amplitud de la onda de FSH no
difieren entre vacas controles y vacas con quistes (Cook y col., 1990; Hamilton y col.,
1995). Calder y col. (2001) no hallaron variacién en la expresion del ARNm del RFSH en
foliculos antrales normales en relacion a foliculos quisticos, utilizando la técnica de
hibridacion in situ. Estos resultados se contradicen en parte con nuestros hallazgos, y
podemos suponer que las diferencias podrian deberse a la mayor sensibilidad de la técnica
utilizada en el presente trabajo.

Por otro lado, los nuevos conocimientos que emergen a partir del descubrimiento de
las mutaciones espontaneas, como asi también las mutaciones generadas in vitro, del RFSH
proveen nuevos datos sobre aspectos fisioldgicos vy fisiopatoldgicos de las funciones de la
FSH. Estudios realizados por varios grupos de investigacion demostraron la presencia de
transcriptos alternativos de RFSH en varias especies. A pesar de que los diferentes
transcriptos encontrados podrian depender del método empleado para su analisis o ser
especificos de especie, se han hallado al menos tres transcriptos alternativos cuya
secuencia nucleotidica se encuentra altamente conservada entre las diferentes especies
(Simoni y col., 1997). En los bovinos, los transcriptos compldtdisi€éngth) del RFSH
dejan de expresarse cuando las células de la granulosa del foliculo que ovulé empiezan a
luteinizarse, pero sorprendentemente los transcriptos truncados persisten en el medio
extracelular, sugiriendo que pueden tener diferente vida media y/o sintetizarse en una
sucesion regulada. Debido a que los multiples transcriptos del RFSH podrian tener un rol
bioldgico diferente es que deben existir diversos mecanismos de regulacion para asegurar
gue el transcripto correcto y en la cantidad necesaria se produzca en respuesta a sefales
bioldgicas especificas. Aunque es sabido que la expresion del RFSH es regulada por FSH
queda por dilucidar que otros factores endocrinos/paracrinos intervienen tanto en su
regulacion como en su estabilidad.

En cuanto a la expresion del ARNm del RLH durante la foliculogénesis normal, los
resultados de este trabajo concuerdan con lo observado por otros autores (Xu y col., 1995;
Bao y col., 1997; Bao y Garverick, 1998). Con respecto a la menor expresion del RLH

hallada en las células foliculares de los quistes, estos hallazgos coinciden con los
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resultados reportados por Kawate (2004), sin embargo difieren en cierta medida a lo
determinado por Odore y col. (1999) y por Calder y col. (2001).

Odore y col. (1999), describieron similares niveles de expresion proteica del RLH
en vacas normales y vacas con quistes sugiriendo una posible alteracién en el proceso de
retroalimentacion positiva de los estrogenos sobre el eje hipotalamo-hipofisario. Por otro
lado, Calder y col. (2001), mediante hibridaciénsitu, observaron un aumento en los
niveles de expresion del ARNm del RLH en células de la granulosa de foliculos quisticos
dominantes en comparacion con foliculos antrales. Estos resultados concuerdan con la
caracteristica de foliculos persistentes los cuales presentan niveles elevados del RLH,
capacidad estrogénica por periodos prolongados, bajos niveles de progesterona y alta
frecuencia de LH (Hatler y col.,, 2003). Sin embargo, algunos foliculos quisticos no
dominantes de animales con la enfermedad expresaron cantidades detectables del ARNm
del RLH en células de la teca, mientras que la expresion fue mucho menor en las células de
la granulosa. En el mismo estudio Calder y col. (2001) estudiaron el desarrollo de “quistes
jovenes” pero no encontraron diferencias significativas en la expresion del ARNm del
RLH entre quistes jovenes y los foliculos dominantes. Por lo tanto, en estos estudios no es
posible establecer claramente una relacion causa-efecto, ya que cualquier cambio detectado
puede ser primario o secundario a la formacién de quistes, sugiriendo que el aumento
encontrado en la expresion del ARNm del RLH en quistes con capacidad estrogénica es
MAs una consecuencia que una causa del estado quistico.

En el tratamiento de quistes ovaricos, se utiliza GnRH y sus analogos, aunque el
mecanismo de accion no esta esclarecido completamente. Se ha demostrado que la
administracion de GnRH induce un pico de LH, similar al de la ovulacion, dentro de 2,5-3
horas de tratamiento, suficiente para inducir la luteinizacion de los quistes, la ovulacion (si
existe un foliculo dominante) y la formacién de un cuerpo liteo en el ovario que presenta
el quiste o en el contralateral (Nanda y col., 1989). Sin embargo, la tasa de recuperaciéon
reportada en la literatura es del 49-56% después del tratamiento con GnRH o sus analogos
(Cantley y col., 1975; Nakao y col., 1985; Dinsmore y col., 1987; Nanda y col., 1989),
incrementandose cuando la misma se combina con Naloxona (Palomar y col., 2008). La
falla en la recuperacién puede explicarse por la incapacidad de las estructuras quisticas de
responder al pico de LH inducido por GnRH debido a fibrosis, a la alteracion en las células

de la granulosa y de la teca (Kesler y col., 1979), al nUmero insuficiente de RLH en las

114



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Discusioén

células foliculares y/o a la disminucion de la sensibilidad a la hormona LH por alteracion
del sitio de union de sus receptores especificos (Nakao y col., 1979; Cairoli y col., 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que el ovario expresa gran cantidad de transcriptos
de ARNm diferentes para los RLH (Segaloff y col., 1990; Gromell y col., 1992; Rossing y
col., 1994; Reinholz y col., 2000). Aunque el rol de las isoformas del RLH no esta
dilucidado completamente, estudios recientes sugieren que los diferentes transcriptos de
ARNmM, generados por empalme alternativo, pueden regular la expresion del RLH maduro
en la superficie celular (Aatinski y col., 1992; Bacich y col., 1994; Reinholz y col., 2000).
Las isoformas solubles podrian regular los niveles hormonales de LH libre en sangre,
mientras que aquellas isoformas incapaces de unirse al ligando podrian modular la
respuesta de la hormona por la generacion de heterodimeros (Aatinski y col., 1992). La
diversidad de los transcriptos truncados a partir del ARNm inmaduro del RLH resalta el
papel importante que pueden desempenfiar en la regulacion génica del RLH y también en
los efectos sobre la hormona en los diferentes estados fisioldgicos y fisiopatolégicos
(Aatinski y col., 1992; Dufau y col., 1995).

En el presente estudio se utilizaron muestras de tejido ovarico recolectadas en
frigorifico, y no fue posible comparar las modificaciones de RFSH y de RLH con los
efectos inducidos sobre estos receptores de gonadotrofinas en modelos experimentales
debido a la falta de muestras del modelo experimental, ya que las mismas fueron
destinadas a estudios histolégicos. La caracterizacion de los cambios observados en la
expresion del ARNm de los receptores de las hormonas gonadotréficas luego de la
formacion de los quistes pueden dificultar la comprension del mecanismo de la
enfermedad, por lo tanto es necesaria la utilizacion en un futuro, de modelos animales
apropiados de manera de poder aclarar numerosos aspectos de los mecanismos de

regulacion molecular de estos receptores.

5.3- Expresion de los receptores de hormonas esteroides
Alteraciones en las cantidades intraovaricas e intrafoliculares de los receptores de

hormonas esteroides son claramente relevantes para determinar el destino de los foliculos

y, de hecho cambios en la expresion de estos receptores se han relacionado con el estadio
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folicular y las diferentes etapas del ciclo estral (Rosenfeld y col., 2001; Drummond y col.,
2002; Salvetti y col., 2007; Walters y col., 2008; Salvetti y col., 2010).

En este trabajo hemos analizado la localizacion y cuantificacion de la expresion
proteica y del ARNm del RA. En los ovarios normales, la expresion proteica del RA se
evidencid tanto en las células de la granulosa como de la teca interna de todas las
categorias foliculares, con muy pocas células de la teca externa marcadas. Se encontro
mayor expresion en las células de la granulosa de los foliculos terciarios en relacion a las
demas categorias evaluadas. En cuanto a la localizacion de los transcriptos del RA, se
hallaron en los mismos tipos celulares en los cuales se encontrd la expresion de dicha
proteina.

La expresion del RA en el ovario ha sido descripta en diferentes estadios de la
foliculogénesis en varias especies (Suzuki y col., 1994; Tetsuka y col., 1995; Hillier y col.,
1997; Cardenas y Pope, 2002; Juengel y col., 2006). Sin embargo, la comparacion entre las
distintas especies ha mostrado diferentes patrones de expresion del RA, asi como una
diferencia en la distribucién espacial. En bovinos, se ha demostrado expresion del RA en
foliculos con solo 1 a 1,5 capas de células de la granulosa cubicas y esta expresion se
incrementa durante las primeras etapas de desarrollo folicular antral. Estos datos son
consistentes con el rol que juegan los andrdgenos en el crecimiento y diferenciacion
folicular (Hampton y col., 2004; Yang y Fortune, 2006; Walters y col., 2008).

En animales con COD, describimos un aumento significativo en la expresion del
ARNmM del RA en las células granulosas de los foliculos quisticos, contrariamente a lo
hallado en la expresion proteica de dicha proteina. Las diferencias encontradas en cuanto a
los niveles del ARNm del RA y a los niveles proteicos del RA observados por
inmunohistoquimica podrian deberse a modificaciones pre- y post-transcripcionales
(Ruizeveld de Winter y col., 1992; Keller y col., 1996; Fu y col., 2002; Wong y col.,
2004), o a la presencia de diferentes isoformas de la proteina.

Se ha propuesto que la produccion de andrégenos estimulados por la LH en las
células de la teca es uno de los requerimientos para la biosintesis de estrogenos en los
foliculos en crecimiento (McNatty y col.,, 1984; Valdez y col., 2005). Por otro lado,
estudios previos han demostrado que los niveles de andrégenos circulantes se mantienen en
niveles normales en foliculos quisticos en relacién a los foliculos antrales normales en

bovinos con COD espontanea (Short, 1962; Isobe, 2007). En este sentido, no se han
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encontrado diferencias en las concentraciones de andrégenos en animales con COD
inducido experimentalmente (Salvetti, 2010). Monniaux y col. (2008) describieron que los
quistes jovenes presentaban niveles elevados de testosterona que disminuian en los quistes
de méas tiempo de evolucidén en los cuales aumentaban los niveles de progesterona. El
exceso de andrégenos, como ocurre en el PCOS que se presenta en humanos, perjudica la
funcion folicular. Esta hormona inhibe los efectos de los estrogenos sobre el desarrollo
folicular y la induccion del RLH en las células de la granulosa mediada por FSH
(Farookhi, 1980; Weil y col., 1999; Hillier, 2001; Hickey y col., 2004; Drummond, 2006).

El equilibrio alterado de REREB sumado al aumento de la expresiéon del ARNm
del RA observado en los quistes foliculares pueden ser factores que contribuyan a la
persistencia folicular (Ortega y col., 2008).

Hay reportes que indican que la expresion del RA en las células de la granulosa de
foliculos antrales se reprime por la activacion de la isofordel RE. La represion del RA
provoca cambios a nivel folicular en donde los estrogenos pasan a ser la hormona
dominante, un paso critico para el crecimiento de los foliculos (Billig y col., 1993; Hillier y
Tetsuka, 1997; Britt y Findlay, 2002; Cheng y col., 2002; Drummond, 2006; Yang y
Fortune, 2006). Si la expresion del RA permanece elevada, como sucede en los quistes
foliculares, los foliculos antrales no pueden alcanzar el estadio de dominancia folicular y
su destino es la atresia o la persistencia. Al respecto, es interesante observar que en
mujeres con PCOS, en células de la granulosa de foliculos antrales estimulados
previamente con gonadotrofinas presentan un aumento en la expresion del RA en
comparacion con foliculos antrales controles (Catteau-Jonard y col., 2008).

El desafio por delante no solo es dilucidar la naturaleza precisa de estas
interacciones, sino también como interactdan en la regulacion del destino folicular y como
la desregulacion de estas interacciones puede llevar a diversas alteraciones ovaricas, como
es la COD, y a la no respuesta del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal.

En este trabajo el ARNm de las isoformas del RE fueron halladas en los diferentes
tipos de células foliculares. Al evaluar la expresion del ARNm del é&Has poblaciones
celulares por separado se pudo observar un aumento significativo en las células de la
granulosa de foliculos antrales grandes en comparacion a los foliculos antrales pequefios y
medianos. El mismo comportamiento se observo en la expresion del ARNm dleRE

expresion del ARNm de ambas isoformas del RE no evidencié cambios en las células de la
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teca durante el crecimiento folicular. Los datos obtenidos en el trabajo de Tesis concuerdan
con los patrones de expresion de los RE descriptos en la bibliografia (Rosenfeld y col.,
1999; Manikkam y col., 2001; Berisha y col., 2002; Van den Broeck y col., 2002b; Evans,
2003; Amrozi y col., 2004; D’'Haeseleer y col., 2005, 2006).

En los animales con COD espontanea observamos una alta expresion del ARNm
del REx en las células de la granulosa y de la teca deolésulios quisticos, de forma
concomitante con una disminucién en la expresion del transcripto del BHudios
llevados a cabo en distintas especies demuestran diferencias en la expresion de la proteina
y del ARNm del RE con respecto a individuos con ovarios normales, incluyendo mujeres
con PCOS y en modelos experimentales en bovinos con COD inducida y roedores con
ovario poliquistico (PCO) inducido (Odore y col., 1999; Jakimiuk y col., 2002; Salvetti y
col., 2007, 2009; Ortega y col., 2009). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos
previamente al analizar la expresion proteica en bovinos con COD (Salvetti y col., 2007) y
en un modelo experimental en ratas (Salvetti y col., 2009). Odore y col. (1999) mostraron
que hay una notable reduccion en la concentracion total del RE en los quistes foliculares
bovinos con respecto a los foliculos dominantes de animales normales. Sin embargo, estos
autores no discriminaron entre los distintos subtipos del RE, asi como en la localizacién de
los mismos. Por otro lado, Calder y col. (2001) no hallaron diferencias en la expresion del
ARNmM del RBB en los foliculos quisticos de hembras bovinas especto a los foliculos
dominantes, utilizando la técnica de hibridizadidsitu, de lo que podria inferirse que las
diferencias determinadas en el presente trabajo se deban a las distintas metodologias
empleadas. Jakimiuk y col. (2002) encontraron variaciones en la expresion de las dos
isoformas del RE en las capas foliculares de los quistes en relacion con los foliculos del
mismo tamafio en mujeres con PCOS y normales respectivamente. Ellos mostraron, por
RT-PCR y western blot una disminucion tanto del ARNm como de las proteinasflel RE
enlas células de la granulosa y de la teca interna en los foliculos derivados de individuos
con PCOS en comparacion con los foliculos del mismo tamafio de mujeres sanas. En
cuanto al RE, la Unica diferencia encontrada por estos autoresrfurarcado incremento
en la expresion proteica en las células de la teca interna proveniente de los ovarios
quisticos. Recientemente, se han descripto resultados analogos en ovejas tratadas
prenatalmente con androgenos donde también se observa persistencia folicular (Ortega y
col., 2009).
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El ambiente endocrino asociado con la formacion y mantenimiento de los quistes
foliculares en los bovinos ha sido estudiado por numerosos autores (Kesler y Garverick,
1982; Cook y col., 1991; Hamilton y col., 1995; Garverick, 1997; Dobson y col., 2000;
Ribadu y col., 2000; Calder y col., 2001; Silvia y col., 2002; Peter, 2004; Vanholder y col.,
2006; Isobe, 2007). Las vacas predestinadas a formar quistes, poseen altas concentraciones
de LH y 17Bestradiol en comparacion con aquellas que ovulamaarente, sobre todo
durante los ultimos dias de la maduracion folicular (Hamilton y col., 1995). En una
condicion endocrina normal, la retroalimentacion positiva de los estrégenos, estimula al
hipotalamo a secretar GnRH. Sin embargo, en vacas con quistes se detectaron menores
niveles de GnRH en el hipotdlamo con respecto a animales sin ellos (Cook y col., 1991)
sugiriendo alteraciones en la esteroidogénesis, que pueden asociarse a un desequilibrio en
el sistema de retroalimentacion entre las gonadas y el hipotdlamo (Calder y col., 2001;
Isobe, 2007). Numerosos estudios han demostrado que las gonadotrofinas (Byers y col.,
1997) y los estrégenos (Sharma y col., 1999) inducen la expresion de los RE en los
foliculos y que dicha expresion cambia de acuerdo a los niveles hormonales (Cook y col.,
1990; Langhout y col., 1991; Calder y col., 1999; Rosenfeld y col., 2001; Spicer y Aad,
2007). Al respecto, algunos investigadores han demostrado que los RE muestran una
tendencia hacia la regulacién positiva junto al aumento de los niveles de estrogenos en el
liquido folicular y esto se correlaciona con una regulacion positiva de RLH y RFSH
(Berisha y col., 2002). Ademas, se ha demostrado que la progesterona, en el momento en
gue incrementa significativamente sus niveles, regula negativamente ambas isoformas de
los RE (Roy y Kole, 1995).

La observacion de que ratones que sobreexpresan el gen que codifica gpara RE
fueron subfértiles y mostraron una regulacion negativa del g¢n(R&nic y col., 2007),
plantea la posibilidad de que la disminucion delpRibservada en quistes foliculares
pueaden ser secundaria a la regulacion positiva del. B este sentido, investigaciones
realizadas con ratones BREO mostraron que estos animales presentaban foliculos
anovulatorios, aunque pudo observarse también que este subtipo no es necesario para el
reclutamiento folicular inicial pero que si lo es para la siguiente etapa del crecimiento
folicular (Dupont y col., 2000; Brosens, 2004).

Aunque el R y el RE3 se unen a ligandos enddgenos, tales comeesi#fdiol

con una afinidad similar y forman homodimeros (REEa 0 REBREP) y heterodimeros
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(REo-REP), muestran una actividad transcripcional diferenemalina manera dependiente

del contexto celular y del promotor (Mclnerney y col., 1998; Pettersson y col., 2000). Asi,
la expresion diferencial del RE/o REB, brindara un microambiente celular que regula la
cgpacidad de respuesta a estrégenos en los genes regulados por esta hormona, como
aguellos asociados a esteroidogénesis, proliferacion y diferenciacion celular, etc., de una
manera dependiente del tipo celular (O'Brien y col., 1999; Kian Tee y col., 2004). Estudios
anteriores han descripto que elfREuando esta presente como heterodimero, reprime la
actividad del Rl disminuyendo la sensibilidad al Xégtradiol (Hall y McDonnell,

1999) Recientemente se ha sugerido que la actividad transcripcional del RE no esta
determinada por su capacidad de unién, sino mas bien por la concentracion individual de
los subtipos Rk y RE3 en las células blanco y la estructura que presdnliga@do
(Gougelet y col., 2007; Bhavnani y col., 2008). Por lo tanto, un ligando dado puede ejercer
actividades opuestas, dependiendo del tipo de RE expresado.

De esta manera, cualquier cambio en la expresion y concentracion de las distintas
isoformas del RE en las células de la granulosa y de la teca en los foliculos de animales
con COD podrian alterar la relacion &RRE, causando modificaciones en la accién o el
efecto de los estrégenos sobre sus células diana. Si bien las consecuencias de estos
cambios no estan del todo dilucidadas, los efectos del estradiol podrian causar alteraciones
en el balance proliferacién/apoptosis (Das y col., 2008; Salvetti y col., 2009; 2010), en la
expresion de los receptores de gonadotrofinas (Calder y col., 2001; Catteau-Jonard y col.,
2008), en la accién enzimatica y el metabolismo (Calder y col., 2001; Isobe y Yoshimura,
2007; Zurvarra y col., 2009), tal como ocurre en animales con COD.

Investigaciones recientes llevadas a cabo con ratones KO para RE revelaron que la
presencia de ambos receptores es un prerrequisito para el funcionamiento apropiado del eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal y para una exitosa ovulacion. Couse y col. (2003)
describieron que ratones con el geruRlitenciado (ratones REO) exhiben un fenotipo
similar al de PCOS que se presenta en humanos con niveles de LH aumentados, y ovarios
caracterizados por la presencia de mudltiples foliculos quisticos y hemorragicos sin
evidencias de ovulacion. En contraste a los resultados observados en ratgk€s RE
ratones KO para el gen BE(REPKO) sexualmente maduros son feértiles, aunque los
ovaios de estos animales muestran signos morfolégicos de desarrollo folicular anormal, y

una capacidad ovulatoria reducida (Cheng y col., 2002; Brosens, 2004; Couse y col., 2004;
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Emmen y col., 2005). Los autores que desarrollaron estos modelos demostraron también
que las acciones del estradiol a través dep B&n vitales para la diferenciacion de las
cdulas de la granulosa dependiente de FSH, y que en ausencia de este receptor, los
foliculos preovulatorios son deficientes en la necesaria organizacion celular, actividad
enziméatica y en las vias de sefalizacidon de receptores (principalmente RLH) (Couse y col.,
2004; Emmen y col., 2005). Los cambios observados en los ratones KO probablemente no
solo se deban a la deficiencia de los receptores a nivel ovarico sino también a la ausencia
de estos a nivel del eje hipotalamo-hipofisario con la consecuente disrupcion en los
mecanismos de retroalimentacion.

Estudios previos realizados sobre tejido ovarico bovino, demostraron una expresion
del RP especifica de célula y del estadio del desarrollo folicular (Conneely y col., 2002; Jo
y col.,, 2002; Van den Broeck y col.,, 2002a). Ademas, se determiné que la expresion
proteica del RP se mantuvo sin cambios en los foliculos quisticos de animales bovinos con
la enfermedad quistica ovarica (Salvetti y col., 2007). En este trabajo, la expresion del
transcripto que comprende las tres isoformas del RP fue predominante en las células de la
granulosa, y los quistes foliculares mostraron una mayor expresion en las células de la teca
en comparacion con los foliculos sanos. Las diferencias determinadas en cuanto a los
niveles de los transcriptos que abarcan las tres isoformas del RP visualizados con RT-PCR
y la expresion proteica del RP, previamente detectada (Salvetti y col., 2007), podrian
deberse a que los anticuerpos utilizados en los estudios de inmunohistoquimica no
pudieron distinguir todas las isoformas del RP. Ademas, la alta sensibilidad de la técnica
de PCR, las modificaciones postraduccionales y el tiempo de permanencia de los quistes al
momento de la recoleccion de las muestras podrian ser otros factores de discrepancia
(Garverick, 1997; Sette y col., 2010; Kang and Han, 2011).

Las multiples isoformas del RP presentes en una célula blanco pueden explicar
parcialmente la enorme complejidad de los procesos intracelulares que participan en la
respuesta a la progesterona (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000; Jo y col., 2002).
Aunque las isoformas RP-A y RP-B presenten indistinguibles afinidades de unién al ADN
y al ligando, varios estudios han demostrado que sus funciones transcripcionales dependen
del contexto del promotor y del tipo celular (Fang y col., 2002; Brosens, 2004). Ademas,
cada isoforma regula la expresion de diferentes genes cuyos productos modulan distintas

funciones (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). Estuliostro han descripto que
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las isoformas A y B del RP pueden llevar a cabo diferentes funciones en la misma célula y
también que la actividad de cada isoforma puede variar entre los distintos tipos celulares
(Gava y col., 2004). El RP-B de 116 kDa aparece como un activador transcripcional de los
genes de respuesta a la progesterona y en una variedad de tipos celulares, en donde el
receptor A de 94 kDa es inactivo. Se ha demostrado que RP-A funciona como un fuerte
represor de la actividad transcripcional mediada tanto por RP-B como por otros receptores
de hormonas esteroides como los receptores de mineralocorticoides, RE, RA y RG (Vegeto
y col., 1993; Brosens, 2004; Mulac-Jericevic y Conneely, 2004). Por lo tanto, la relacion
RP-A:RP-B en células especificas define la respuesta fisioldgica a la progesterona (Wen y
col., 1994). Acerca de la isoforma C (60 kDa), no se sabe mucho sobre sus caracteristicas
estructurales y funcionales, asi como también se desconoce la regulacion de su expresion
por hormonas esteroides en los distintos érganos. Estudios realizados en ratas demostraron
que RP-C presenta una expresion predominantemente citoplasmatica y no tiene actividad
transcripcional por si misma pero puede modular las capacidades transcripcionales de
RP-B y RP-A haciéndolas menos eficientes (Ogle, 2002; Schans y col., 2003). Sin
embargo, Wei y col. (1996) observaron que célidasitro transfectadas con ADN del

RP-C incremento la actividad transcripcional de las isoformas A y/o B del RP. Por otro
lado, se ha observado que en un mismo tipo de célula en donde se co-expresan las
isoformas RP-B/RP-A o RP-B/RP-C existe una modulacion de la actividad transcripcional
de la isoforma RP-B (Vegeto y col., 1993; Wei y col., 1997).

Si consideramos la regulacién hormonal en el ovario, las isoformas del RP son
inducidas especificamente en las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios en
respuesta la estimulacion de LH y 1&$tradiol (Natraj y Richards, 1993; Brosens, 2004).

Los niveles elevados de estas hormonas en vacas con quistes podrian causar alteraciones
en la expresion de las isoformas del RP. En el presente trabajo, a pesar de que no fue
posible distinguir entre los ARNm de RP-A y RP-C por separado, se observo que RP-B
aumenta significativamente en la granulosa de foliculos quisticos. ElI hecho de que su
patron de expresion se encuentre alterado en algunas enfermedades ovaricas (Graham y
Clarke, 2002) sugiere que cambios en la expresion relativa de las distintas isoformas
podrian de este modo modificar las actividades bioldgicas de progesterona con su
consecuente pérdida funcional, ain cuando las concentraciones séricas de esta hormona y

la capacidad de unidn a sus receptores especificos en los tejidos reproductivos no hallan
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presentado alteraciones (Fang y col., 2002; Schams y col., 2003; Amrozi y col., 2004;
Goldman y col., 2005).

Por otro lado, la induccién de la expresion del RP en las células de la granulosa de
los foliculos preovulatorios es critica para la ovulacién (Lydon y col., 1995; Cassar y col.,
2002), lo que se confirmé en estudios realizados con ratones KO para el gen que codifica
el RP (RPKO). Los roedores RPKO exhibieron foliculos anovulatorios o que se
luteinizaron pero persistieron en el tiempo, dando un aspecto de ovarios poliquisticos
(Lydon y col., 1995). Estudios realizados en ratones KO para el gen RP-A mostraron gran
cantidad de foliculos anovulatorios maduros detenidos en un estadio similar de desarrollo,
con un numero reducido de ovocitos y con evidentes fallas en la ovulacion. La expresion
de dos enzimas metaloproteasas (ADAMTS-1 y la catepsina L), necesarias para la
disolucion del apice de los foliculos preovulatorios, fue inhibida en foliculos anovulatorios
de ratones RPKO indicando una dependencia del RP para la expresion normal de estas
proteinas (Thatcher y Wilcox, 1973; Mulac-Jericevic y Conneely, 2004; Drummond, 2006;
Vanholder y col., 2006). La alteracidén en la expresion de las isoformas del RP encontrada
en los ovarios de animales con COD podria indicar un cambio en la expresion de las
enzimas necesarias para la ovulacion y por consiguiente, el foliculo falla en ovular
contribuyendo a la formacién del quiste y a la permanencia.

Aparentemente, en los foliculos preovulatorios la progesterona producida por las
células granulosas diferenciadas (que expresan altos niveles del RP inducidos por el pico
de LH (Natraj y Richards, 1993)) disminuyen las posibilidades de morir por apoptosis,
actuando esta hormona como un factor de supervivencia de las células (Svensson y col.,
2000). Estudios previos han demostrado que el RP media el efecto protectivo de la
progesterona contra la apoptosis en las células de la granulosa de foliculos preovulatorios
bovinos (Svensson y col., 2000; Quirk y col., 2004). Si la expresiéon del RP se reduce, la
influencia protectora de progesterona se pierde (D’'Haeseleer y col., 2007). En trabajos
previos realizados en nuestro grupo de trabajo (Salvetti, 2010) se observd que el balance
proliferacion/apoptosis estaba alterado en los ovarios de los animales afectados por COD.
En ese mismo estudio, los foliculos provenientes de animales con COD evidenciaron
niveles del RP-A inferiores a los encontrados en los foliculos terciarios de los animales

control.
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Se sabe que los estrogenos inducen la expresion del RP en una variedad de tejidos
(Vienonen y col., 2002) y su incremento esta asociado al desarrollo de foliculos quisticos
ovaricos en bovinos (Yoshioka y col., 1996). Estudios previos han demostrado que esta
hormona altera el patrén de expresion del RP cambiando desde la dominancia de la
isoforma RP-B a la dominancia de la isoforma RP-A en el oviducto de gallinas (Syvala y
col., 1997). En células T-47D (linea celular de cancer de mama humano) se ha reportado
que los estrégenos estimulan la expresion del RP-B (Graham y col., 1995), mientras que en
células de MCF-7 (linea celular de cancer de mama humano) estimulan la expresion del
RP-A (Vienonen y col., 2002). Una mejor comprensiéon de la importancia funcional de la
expresion alterada de las isoformas del RP y como esta afecta la sensibilidad a las
hormonas esteroides son necesarios para dilucidar los mecanismos de la patogenia de la

enfermedad quistica ovarica.

5.4- Expresion de las proteinas correguladoras

La expresién génica es un proceso altamente coordinado que requiere una delicada
interaccion entre la maquinaria basal de transcripcion, factores de transcripcion y
correguladores transcripcionales (York y col., 2010). Las proteinas correguladoras son
requeridas por los receptores de hormonas esteroides para modular eficientemente la
transcripcion de un determinado gen; por lo tanto, los cambios en el patrén y/o nivel de
expresion de los coactivadores o correpresores, 0 mutaciones en sus dominios funcionales
pueden afectar la actividad transcripcional de los receptores de hormonas esteroides y asi
podrian causar desordenes en sus tejidos diana, incluyendo el ovario (Gao y col., 2002).

Numerosos estudios realizados en roedores y en humanos han demostrado la
expresion de los genes SRC-1 y SRC-2 en diversos tejidos y tipos celulares (Takeshita y
col., 1997; Aranda y Pascual, 2001; Gregory y col., 2001; Xu y Li, 2003). Sin embargo en
animales domeésticos, hay escasas investigaciones sobre la expresion de las proteinas
correguladoras de receptores de hormonas esteroides. Hlaing y col. (2001) fueron los
primeros en reportar la presencia de los cofactores SRC-1, SRC-2, SRC-3, SMRT en el

ovario y el Utero de las especies porcina, bovina y ovina.
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En el presente trabajo, los transcriptos de SRC-1 se expresaron tanto en células de
la granulosa como de teca en todas las categorias foliculares de ovarios de animales sanos
y de animales con COD espontanea. En los animales con COD espontanea pudimos
observar una tendencia a aumentar en la teca de los foliculos quisticos en relacion a los
foliculos antrales pequefios y grandes de animales controles pero estos niveles no fueron
significativamente diferentes a los hallados en foliculos antrales medianos.

A pesar de los hallazgos de la expresion de SRC-1 en los tejidos especificos del
tracto reproductivo, ratones con el gen para el coactivador SRC-1 bloqueado mostraron
crecimiento y fertilidad normal (Xu y Li, 2003). Sin embargo, modelos genéticos
mostraron una resistencia parcial en los 6érganos hormono-dependientes, sugiriendo una
falla en la funcién de SRC-1 (Hlaing y col., 2001; Xu y Li, 2003). Por ejemplo, la ablacién
selectiva del gen SRC-1 en ratones demostré que dicha proteina es necesaria para la
funcién eficiente de las hormonas esteroides, tanto para la accion de los estrégenos y la
progesterona en el Gtero y la glandula mamaria, como para la accion de andrégenos en la
prostata y los testiculos (Xu y col., 1998). Estas observaciones indican que SRC-1 podria
intervenir en las respuestas de las hormonas esteroides. En base a lo expuesto, se podria
sugerir que cambios en la expresiéon de receptores de hormonas esteroides hallado en los
ovarios de animales con COD estaria en relacion a la falta de regulacion por parte de
proteinas asociadas, tales como SRC-1.

En cuanto a SRC-2, se evidenci6 la expresion de los transcriptos en todos los tipos
celulares y en todas las categorias foliculares estudiadas. Los resultados obtenidos
mostraron un patron de expresion del ARNm de SRC-2 similar entre los quistes y los
foliculos antrales grandes sanos.

En investigaciones realizadas sobre muestras de endometrio humano se demostro
que la molécula coactivadora SRC-2 se vio aumentada en pacientes con sindrome
poliquistico ovarico (Gregory y col., 2002). Estudios realizados en ratones KO para el gen
SRC-2 mostraron individuos con caracteristicas sexuales normales pero con fertilidad
reducida (Xu y Li, 2003). Los hallazgos encontrados en el presente estudio sumado a los
realizados por otros investigadores, revelarian que SRC-2 juega un papel fundamental en
las respuestas hormonales de los tejidos del tracto reproductivo, incluyendo el ovario.

Las proteinas coactivadoras se han visto implicadas en procesos neoplasicos a partir

de la observacion de la amplificacion proteica y la sobreexpresion del gen que codifica
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para SRC-3 en tumores primarios de mama, como asi también se ha observado que el 58%
de pacientes con tumores de glandula mamaria presentaron una sobreexpresion de los
transcriptos de SRC-3 (Anzick y col., 1997). En un estudio posterior se ha demostrado la
amplificacion de SRC-3 en tumores de ovario (Tanner y col., 2000; Hussein-Fikret y
Fuller, 2005). La amplificacién del gen SRC-3 ha sido significativamente asociada con los
niveles de los receptores esteroides en las células tumorales del ovario. El rol de SRC-3 en
células tumorales del ovario se vinculé a su capacidad de aumentar la actividad de los RE y
en consecuencia, la expresion de genes dependiente de estrogenos como asi también la
proliferacion y diferenciacion celular (Anzick y col., 1997; Tanner y col., 2000). Por otra
parte, las investigaciones realizadas en cultivos celulares y con ratones que carecen del gen
SRC-3 demostraron que SRC-3 desempefia un rol importante en mdultiples procesos
fisioldgicos, incluyendo desarrollo de la glandula mamaria, proliferacion y diferenciacion
celular, crecimiento somatico y funcion reproductiva (Wang y col., 2000b; Xu y col., 2000;
Yuan y col., 2002; Zhou y col., 2003; Kuang y col., 2004; Wu y col., 2004).

En nuestro trabajo, SRC-3 se evidencio en células de la teca como en granulosa. La
inmunomarcaciéon de la proteina mostr0 un patron de expresion similar durante la
foliculogénesis normal. Los transcriptos de SRC-3 en las células de la granulosa,
presentaron niveles de expresion similares en las distintas categorias de foliculos antrales.
Las células de la teca de los foliculos antrales medianos evidenciaron una mayor expresion
del ARNm en comparacion a los foliculos antrales grandes. La proteina SRC-3, asi como
su ARNm, en muestras de ovarios con COD espontanea se expresaron en mayor medida en
las células de la granulosa de los foliculos quisticos en comparacién a las distintas
categorias de foliculos sanos. Sin embargo, los foliculos quisticos del modelo experimental
presentaron un patrén de expresion diferente a lo observado en foliculos quisticos
espontaneos.

Las diferencias encontradas en la expresion de SRC-3 entre lo observado en los
foliculos quisticos obtenidos del modelo experimental y los provenientes de frigorifico tal
vez se deban a la alta heterogeneidad en estas uUltimas muestras ya que existen datos que se
desconocen, tales como el estado del animal, tratamientos hormonales previos, gestaciones,
edad de los animales, etapa del desarrollo del quiste, situaciones de estrés y otras variables
ambientales a la que pudieron estar sometidos los animales al momento de la recoleccion

de las muestras. Estos hallazgos resaltan la importancia de trabajar con modelos
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experimentales en donde es posible conocer aspectos tales como la edad de los animales,
estado reproductivo, la alimentacién y el tiempo de persistencia de los foliculos quisticos.

Por otro lado, la discrepancia encontrada entre la expresion del ARNm y de la
proteina de SRC-3 en nuestros resultados podrian explicarse de acuerdo a lo citado por
Hussein-Fikret y Fuller (2005), donde postulan que la expresién de la proteina SRC-3
ocurre por mecanismos moleculares diferentes de los que regulan su transcripcion. Un
namero creciente de trabajos han revelado que modificaciones postraduccionales regulan la
actividad, asociacion/disociacion, localizacion intracelular, la estabilidad y la interaccion
con otras proteinas (Han y col., 2008; York y col., 2010). Se ha demostrado que cambios
en los mecanismos de regulacion postraduccionales son importantes para su potencial
oncogénico en algunos trastornos en donde se observa una sobreexpresion en los tejidos.
(Yiy col., 2005; Gojis y col., 2010).

El patrén de expresion unico de SRC-3 y los distintos fenotipos identificados en los
ratones que carecen del gen SRC-3 demuestran que los miembros de la familia p160
desempeian funciones diferenciales en el desarrollo y que sus delecciones dan lugar a
distintas enfermedades. A pesar del avance en el estudio de las proteinas correguladoras en
relacion al estudio del cancer, los resultados presentados en este trabajo son los primeros
reportes sobre su expresion en el ovario bovino normal y en relacion a la persistencia
folicular relacionada con COD, por lo que son necesarios estudios adicionales para
comprender las funciones biologicas y patolégicas de los miembros de la familia p160, asi
como los mecanismos de accién sobre los receptores esteroides.

Hasta la fecha, solo unos pocos trabajos de investigacion han estudiado el patrén de
expresion de las proteinas correpresoras en distintos tejidos y el rol que estos desempefian
en la regulacion de la actividad biologica de los receptores esteroides. En el presente
trabajo hemos demostrado que en vacas, la proteina correpresora SMRT se encuentra
presente tanto en células de la teca como en granulosa desde los estadios temprano del
desarrollo folicular ovarico. Los resultados muestran niveles alterados en la
inmunomarcaciéon de SMRT entre el grupo de animales controles en relacion a los grupos
de animales con COD tanto inducidos como espontaneos, sin embargo entre los grupos de
animales con COD estudiados no se ha observado una correlacion entre los patrones de
expresion de dicha proteina.
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Estudios realizados por Webb y col. (2003b) demostraron que la isdiatgldRE
seune a SMRT en presencia de estradiol. Como se describe en la introduccignREE
deben interactuar diferencialmente con los factores que modulan la actividad
transcripcional del RE en presencia de estrogenos. El hallazgo de que los estrogenos
suprimen la unién de la proteina correpresora, N-CoR al (REebb y col., 2003c), pero
promueve la union de N-CoR al BElemuestra los modos de interaccion hormona-
dependiente completamente distintos de las proteinas correguladoras con las isoformas del
RE. En este sentido se pudo observar que hubo una relacion entre la baja expresion tanto
del ARNm del RB (en este trabajo) como de la proteina (Salvetti,02§ los bajos
niveles proteicos de SMRT hallados en foliculos quisticos, sugiriendo que cambios en el
nivel y/o patron de expresion de este corregulador podria afectar las acciones de los
estrogenos a nivel ovarico.

Por otro lado, la variabilidad entre los foliculos quisticos obtenidos del modelo
experimental y los provenientes de frigorifico que se ha observado en la expresion de
SRC-3, también se manifiesta en la expresion de SMRT.

Al realizar el andlisis cuantitativo de los cortes histoldgicos de ovarios bovinos, a
los cuales se les realiz6 inmunohistoquimica, pudimos observar que las células de la
granulosa y de la teca son capaces de sintetizar la proteina correpresora REA observandose
desde estadios tempranos del desarrollo folicular ovarico. Ademas, se observo expresion
en los foliculos quisticos con COD inducida y espontanea. En los animales con COD
inducida hallamos una expresion similar de REA en estructuras quisticas en relacion a lo
detectado en foliculos controles. Sin embargo, los foliculos quisticos espontaneos
presentaron un aumento significativo de los niveles de REA en las células de la granulosa
en relacion a todas las otras categorias estudiadas. En las células de la teca, la
inmunomarcacién del REA mostrd una disminucion en todas las categorias foliculares de
los ovarios que presentaron COD en relacién a ovarios controles.

Estudios de interaccion de proteina-protéinatro confirmaron que la interaccion
RE-REA es dependiente de ligando, tanto agonistas como antagonistas (Gurevich y col.,
2007). Ademés, estudios recientewivo revelaron que REA juega un rol significativo en
la regulacion transcripcional de genes regulados por estrogenos y que sus efectos parecen
ser gen especifico (Park y col., 2005). En un 6rgano como el ovario que consta de varios

tipos celulares, en donde las respuestas biologicas pueden diferir, deberia tenerse en cuenta
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gue cambios en la expresidon de ciertos genes podrian deberse a efectos provocados tanto
sobre el gen como sobre un tipo especifico de célula.

En consonancia con su funcion represora de la transcripcion, ratones heterocigotos
gue presentan un alelo mutante de REA (REA+/-) mostraron una mayor respuesta a los
estrogenos en utero (Park y col., 2005) y en glandula mamaria (Mussi y col., 2006).
Interesantemente, ratones REA+/- mostraron un desarrollo normal, aunque el utero
presentd un mayor tamafo y una hiperproliferacion celular en respuesta a estradiol (Park y
col., 2005; Mussi y col., 2006; He y col., 2008). En células epiteliales mamarias, la
interrupcion de uno de los dos alelos de REA llevé a la manifestaciéon de un fenotipo
anormal durante el desarrollo de la glandula mamaria y evidencié una alteracién en la
transcripcion regulada especificamente poo REussi y col., 2006).

Debido a que REA es un modulador clave de la actividad fisiologica de los RE y
sabiendo que la expresion génica dependiente de los RE es esencial para el desarrollo de
varios tejidos y para el funcionamiento normal de varios procesos fisiolégicos y que
anomalias en la expresion de RE han sido asociadas a numerosas enfermedades, una
alteracion en los niveles de REA o en su funcion represora podrian estar involucrados en la
iniciacién y progresion de una variedad de procesos patoldgicos, incluyendo a COD.

Por otro lado, debido a la variabilidad encontrada entre los grupos con COD
inducida y espontanea se resalta una vez mas la importancia del desarrollo de modelos
experimentales en la etapa de formacién de los quistes de manera de poder aclarar
numerosos aspectos de los mecanismos de regulacion molecular de la interaccion de los
receptores esteroides con las proteinas correguladoras.

La expresion de LCoR es abundante en tejidos que responden a estimulos
hormonales, principalmente en cerebro y 6rganos reproductivos (Noriega Reyes y Langley
McCarron, 2008). En el presente trabajo se demostrd la expresiéon del ARNm de LCoR,
mediante RT-PCR, tanto en células de la granulosa como en teca de ovarios bovinos, sin
encontrarse cambios significativos entre foliculos sanos y los quisticos. Aunque no se han
encontrado diferencias en la expresion entre los grupos controles y con COD, estos
resultados nos permiten inferir que la expresion de este corregulador participaria en la
regulacion de la foliculogénesis mediada por los receptores esteroides y que presenta

caracteristicas similares en ovarios de animales controles y ovarios de animales con COD.

129



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Discusioén

En base a lo expuesto, y sabiendo que la formacién de los complejos receptor-
ligando-proteinas correguladoras es un proceso altamente dinamico, donde el equilibrio
entre correpresores y coactivadores en tiempo y espacio dentro de la célula y la naturaleza
del ligando determinan el estado de activacion o de inhibicién de los receptores nucleares
(Mckenna y col., 1999; Park y col., 2005) podemos inferir que las proteinas correguladoras
estudiadas en este trabajo podrian intervenir en los mecanismos de regulacion de la
transcripcion en células ovaricas y que modificaciones en los niveles de transcripcion y/o
traduccion estarian implicados en la alteracion de los mecanismos autocrinos y paracrinos

intraovaricos relacionados con la patogenia de la COD.

5.5- Evaluacion de la expresion de receptores de hormonas esteroides y de

enzimas esteroidogénicas en muestras diagnosticadas a campo

En la mayoria de los estudios previos las caracteristicas endocrinas e histolégicas
de los quistes foliculares bovinos se han basado en el material de frigorifico (Odore y col.,
1999; Ribadu y col., 2000; Calder y col., 2001; Peter, 2004), donde la historia reproductiva
y la persistencia de los quistes no son conocidas. En nuestro caso, gracias a la colaboracién
de profesionales de la zona de influencia de la facultad, pudimos obtener muestras de
quistes foliculares ocurridos espontaneamente en el ganado lechero. Esto nos permitid
recolectar informacion relevante sobre gran cantidad de variables que se relacionan con la
aparicion y permanencia de estas estructuras en el ovario.

En el ganado caprino se ha observado que la presencia de un foliculo quistico tiene
efecto depresor sobre la poblacion ovérica, ya que disminuye tanto el reclutamiento de
foliculos nuevos, como el crecimiento de aquellos existentes, lo cual coincide en parte con
lo observado en el presente traba&jor(zalez de Bulneg col., 1998). Se pudo apreciar que
mientras estaba presente un quiste, en ese ovario cesaba el desarrollo folicular, lo que
indica la influencia negativa que puede ejercer dicha estructura sobre la dinamica folicular
del ovario ipsilateral. Los estudios ultrasonograficos permitieron establecer que los quistes
pueden desarrollarse en ambos ovarios al mismo tiempo, 0 mas de una estructura quistica a
la vez, presencia de quistes tabicados; asi que también pudo observarse desarrollo folicular

normal concomitante con la presencia de quistes foliculares.
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También realizamos una valoracién cualitativa de las muestras provenientes de
quistes espontaneos diagnosticados en distintos establecimientos rurales ganaderos de la
zona, con la finalidad de identificar y comparar la expresion de los receptores de hormonas
esteroides como asi también de las proteinas esteroidogénicas en las distintas poblaciones
celulares obtenidas mediante la técnica de aspirado folicular.

En los mamiferos, las dultimas etapas del crecimiento de los foliculos
preovulatorios, antes del pico de LH/FSH, son acompafnadas por un aumento significativo
en la secrecion de estradiol. Los androgenos producidos por las células tecales estimuladas
por la LH son importantes para el sistema paracrino ovarico, dado que aumentan
directamente la capacidad de respuesta de las células de la granulosa a la FSH y sirven de
sustrato para la sintesis de estrégenos en los foliculos preovulatorios. Las acciones
especificas de la célula y temporales de LH y FSH regulan el tipo y la actividad de las
enzimas esteroidogénicas expresadas dentro de las células de la granulosa y de la teca.
Aunque es sabido que la LH, a través de su receptor en la superficie de las células tecales,
estimula la conversion de progesterona a androstenediona (andrégenos) en el foliculo en
crecimiento mediante la actividad de la enzima CyP17 y que la FSH actlua sobre las células
de la granulosa para estimular la conversion enzimatica de androstenediona a estradiol
mediante la actividad de la enzima aromatasa, los mecanismos moleculares que median en
esta fase critica del desarrollo de los foliculos aun no han sido completamente dilucidados.

En las muestras obtenidas por aspiracion folicular, se evidencio la expresion del
ARNmM de la enzima CyP17 en las muestras que solo presentaron células de la teca y en
aquellas que contenian células de la teca y de la granulosa. Numerosas publicaciones
avalan un aumento en la expresion de CyP17, asi como de su ARNm, en células de la teca
de ovarios de pacientes con PCOS (Nelson y col., 1999; Wickenheisser y col., 2000,
Jakimiuk y col., 2001; Wickenheisser y col., 2005; Perez y col., 2008). Se ha sugerido que
esta alteracion podria ser un evento primario o secundario al exceso de LH y/o insulina
presente en pacientes con PCOS. El aumento de la LH e insulina en el PCOS lleva a una
sobreexpresion de la enzima, conduciendo a una mayor produccion de andrdgenos
intraovaricos y a la anovulacién por inhibicion del desarrollo folicular (Perez y col., 2008).
Sin embargo en bovinos, son escasas las referencias existentes respecto a la participacion
de la enzima CyP17 en la COD. En un estudio realizado por Hampton y col. (2004) se

detectdé una expresion mayor del ARNm de la enzima CyP17 en las vacas tratadas con
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GnRH + LH, si se las comparaba con vacas controles. Estos hallazgos sugieren que el gen
que codifica para la enzima CyP17 podria estar implicado en la etiologia del COD, pero no
seria necesariamente la Unica causa.

Al realizar el analisis cualitativo de los productos de RT-PCR correspondientes a
los transcritos de la enzima CyP19 en muestras de ovario de animales con COD
diagnosticados a campo, pudimos observar expresion en las células de granulosa y en
aquellas muestras que presentaron ambas poblaciones celulares. Estudios realizados sobre
la regulacion de la expresion del gen que codifica la enzima aromatasa en células de la
granulosa de ovarios bovino sanos demostraron que es regulada por multiples vias de
sefalizacion de manera sinérgica. Se ha demostrado que la accién de FSH, a través de la
via AMPc/PKA (proteina quinasa A), presenta un efecto estimulador rapido sobre la
expresion de gen de la enzima CyP19. Ademas, los estrégenos (a través de sus receptores
especificos) juegan un rol critico en la regulacion de este gen. Los efectos indirectos
mediados por el RA sobre la expresion de la enzima CyP19 probablemente se deban a un
aumento en la expresion del RFSH estimulados por androgenos tecales (Luo y Wiltbank,
2006). Una posibilidad interesante es que los estrogenos pueden estimular la produccién de
prostaglandinas, en particular PGB estas estimular la expresion de CyP19. Este
mecanismo parece ser importante en la regulacion de la expresiéon de CyP19 en células de
cancer de mama (Ahsan y col., 2005) y endometriosis (Zeitoun y Bulun, 1999).

En mujeres puberes con deficiencia de aromatasa se ha observado amenorrea
primaria, ausencia del desarrollo de las glandulas mamarias, hipogonadismo y multiples
quistes ovaricos (Lazaros y col., 2012). Estudios realizados en ratones con el gen que
codifica para la enzima CyP19 silenciado mostraron individuos donde la foliculogénesis se
vio interrumpida, presentaron anovulacion y elevadas concentraciones séricas de LH y
FSH debido al desbalance en la relacion andrdégenos:estrégenos (Fisher y col., 1998;
Lazaros y col.,, 2012). En ratas adultas con ciclicidad normal la administracion de
inhibidores de aromatasa evidencio una falla en la sintesis de estrogenos, disminucion en
las concentraciones plasmaticas de estrogenos, disrupcion de la ciclicidad ovarica y
cambios en los niveles plasmaticos de LH asi como el desarrollo de multiples foliculos
quisticos (Simpson y col., 1997; Kafali y col., 2004; Baravalle y col., 2006).

Como se menciond anteriormente, los niveles de estrogenos son controlados por la

magnitud de la biosintesis de estrogenos a partir de andrégenos tecales mediados por la
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enzima aromatasa. Por lo tanto, cambios en la expresion génica, en la cantidad de
aromatasa o en la actividad catalitica de la enzima podria alterar los niveles de estrégenos
en los tejidos diana, incluyendo el ovario, y radicalmente modificar la accion de los
estrogenos.

En este trabajo se ha podido comprobar que los transcriptos de las enzimas
esteroidogénicas son detectables en las estructuras quisticas de ovario bovino dejando
abierta la posibilidad de continuar con los estudios para una mejor comprension de sus
acciones durante el desarrollo folicular normal y en la patogenia de trastornos
reproductivos de origen ovarico en bovino.

En las muestras a campo utilizadas en este trabajo la expresién del ARNm del RA
no se detectd en las células de la teca, mientras que se expreso en gran medida en aquella
muestra que solo presentd células de la granulosa y en muestras que presentaron ambas
poblaciones celulares. Se ha descripto previamente que las células de la granulosa de
mujeres con PCOS expresan altos niveles del ARNm del RA comparadas con ovarios
controles (Vendola y col., 1998; Catteau-Jonard y col., 2008). Sin embargo, los reportes
respecto a la expresion de transcriptos del RA en la patogenia de ovarios quisticos en
bovinos han estado basados en muestras obtenidas en frigorifico (Alfaro y col., 2012), por
lo que son escasas las referencias existentes respecto a la participacion del RA en la
enfermedad quistica ovarica bovina, mas aun en lo referido a modelos experimentales de la
misma.

Numerosos estudios han descripto la distribucién y la cantidad relativa de los
receptores: R&, REByY RP en los distintos componentes tisulares dd @vaovinos sanos
y con enfermedad quistica ovarica espontanea de animales sacrificados en frigorifico e
inducidos experimentalmente (Garverick, 1997; Calder y col., 2001; Van den Broeck y
col., 2002a,b; Jo y col., 2002; Hampton y col., 2004; Yang y Fortune, 2006; Salvetti y col.,
2007; Salvetti, 2010). Analizando los transcriptos, en las células de la granulosa y de la
teca de foliculos quisticos de ovarios de animales con COD espontanea obtenidos de
frigorifico se encontré una mayor expresion del ARNm de la isoforded RE en relacion
a la isoformap (Alfaro y col., 2012). Estos resultados concuerdan lo analizado en
estudios previos en los cuales observaron los patrones de expresion de ambas isoformas del
RE (@ y B) en quistes foliculares en bovinos (Salvetti y,c@007), ratas (Salvetti y col.,

2009), ovejas (Ortega y col., 2009) y humanos (Jakimiuk y col., 2002). En este trabajo se
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analizaron, ademas, la expresion de los transcriptos dey REES en muestras de quistes
egontaneos diagnosticadas a campo obtenidas por medio de aspiracion folicular. La
expresion del ARNm del REmostré una tendencia a ser similar en granulosa ka en
pared completa (granulosa y teca) de los foliculos quisticos diagnosticados a campo. Sin
embargo, no se hallé expresion en las células de teca. Con respectg akREmMostré
expresion del ARNm tanto en capas de la granulosa como de la teca de los foliculos
quisticos. EIl ARNm del Ricevidencié una mayor expresion con respecto §l §tiilar a
losresultados encontrados en quistes de animales sacrificados en frigorifico.

Estudios previos demostraron que la expresion proteica del PR permanecio sin
cambios en los quistes ovaricos (Salvetti y col., 2007) y la expresién del ARNm evaluadas
en muestras obtenidas en frigorifico revelaron un incremento significativo de la isoforma B
en las células de la granulosa de foliculos quisticos. Datos interesantes se observaron al
analizar las distintas isoformas del RP en las muestras de quistes foliculares diagnosticados
a campo. Mediante la elecciébn de un juego de oligonucledtidos especifico pudimos
discriminar por RT-PCR la isoforma B del RP, lo cual nos permitié revelar que dicho
ARNmM se expreso en las células de la granulosa y de la teca en la mayoria de las muestras
analizadas. Por otro lado, la expresion de los transcriptos del RP que abarca las tres
isoformas mostr6é una concordancia a lo hallado con la isoforma B del RP. Sin embargo, el
ARNmM del RP que abarca una region comuan de las isoformas golpBe expreso en dos
muestras de la totalidad de las muestras evaluadas. Los resultados evidencian un
predominio de una isoforma del RP en las muestras con la patologia quistica ovarica. En
concordancia con estos resultados, varios autores describen que la expresion de las
isoformas RP-A, RP-B y RP-C y la relacidon entre ellas en los distintos tejidos del aparato
reproductor femenino varian como consecuencia del desarrollo folicular, del estado
hormonal y carcinogénesis (Shyamala y col., 1990; Duffy y col., 1997; Graham y Clarke,
2002).

La evaluacion de la expresion del ARNm de las distintas isoformas de los
receptores de hormonas esteroides en los foliculos quisticos diagnosticados a campo
difieren en cierta medida a lo determinado en muestras de quistes foliculares obtenidas de
frigorifico. Las diferencias encontradas con respecto a este ultimo grupo tal vez se deban al
tiempo de persistencia de las estructuras quisticas y a la alta heterogeneidad en estas

muestras.
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Asi mismo, aportamos nuevos datos obtenidos en ciclos anovulatorios naturales,
que confirman la gran variabilidad que presentan las estructuras quisticas en cuanto a su
morfologia, expresion del ARNm de los receptores de esteroides y de las enzimas
esteroidogénicas. Ademas, la técnica de aspiracion folicular y las técnicas de biologia
molecular, permitiran en futuros trabajos el estudio de mecanismos etiopatogénicos de la
enfermedad, teniendo en cuenta que se puede obtener una anamnesis completa de los casos
de COD diagnosticados a campo y esto permitira conocer algunos factores que pudieran

influenciar en el trastorno anovulatorio.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis nos permiten elaborar las siguientes

conclusiones:

1. En los foliculos antrales normales se lleva a cabo la sintesis del ARNm de los
receptores de las hormonas gonadotréficas. Los transcriptos del RFSH solo se
evidenciaron en las células de la granulosa, mostrando una expresion similar en los
distintos tamafios de los foliculos antrales ovaricos bovinos. Ademas, se demostro
la presencia del RLH en las células de la teca de todos los foliculos antrales,
mientras que solamente en los foliculos antrales grandes se evidencio expresion en
las células de la granulosa. Los patrones de expresion se vieron alterados en los
ovarios de los animales afectados por la enfermedad en comparacion con los de los
controles, encontrandose una baja expresion de los receptores de las hormonas
gonadotroficas en las células de la granulosa de los foliculos quisticos espontaneos,
similar observacion se hall6 en la expresion del ARNm de los RLH en las células

de la teca.

2. La expresiéon del RA en las células que componen la pared folicular se detectaron
en los diferentes estadios del desarrollo folicular en ovarios de animales sanos
como asi también en ovarios de animales con COD inducida experimentalmente y
espontanea. La inmunomarcaciéon mostro variaciones durante el desarrollo folicular
normal, hallandose patrones diferentes entre los foliculos ovéricos de animales con
enfermedad quistica ovarica en relacién a los controles. En cuanto a su ARNm, los
foliculos quisticos espontaneos evidenciaron un aumento significativo en las

células de la granulosa.

3. Los juegos de oligonucledtidos elegidos para evaluar los patrones de expresion de
las isoformas y  del RE permitieron la identificacion y semicuatftion en los
foliculos antrales de animales sanos y de animales con COD espontanea. Las
células de la granulosa y de la teca de los foliculos quisticos presentaron una alta
expresion del ARNm que codifica para eldRBe forma concomitante presentaron

unadisminucion en la expresion del transcripto deBRE
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4. Se pudo constatar la existencia de al menos tres isoformas del RP mediante el
disefio de oligonucleotidos que abarcaron distintas posiciones génicas del RP. En
los transcriptos de las distintas isoformas del RP se evidencido un patron de
expresion que se diferenciaron como consecuencia del desarrollo folicular y del
estado hormonal en los animales con ciclicidad normal. En los animales con COD
espontanea se observé un aumento significativo en la expresion de los transcriptos
que abarca las tres isoformas del RP en las células de la teca y de la isoforma B del

en las células de la granulosa.

5. La enfermedad quistica ovarica bovina es una importante disfuncién ovarica y una
de las de mayores causas de problemas reproductivos en el ganado lechero.
Sabiendo que la ciclicidad normal del bovino es un complejo proceso estrictamente
regulado por el eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal y que las hormonas esteroides y
gonadotroficas son esenciales para la funciébn ovarica de diversas especies,
regulando el desarrollo, la diferenciacion celular y la esteroidogénesis cualquier
cambio y/o alteraciéon en los mecanismos de transcripcion y/o regulacion de los
receptores de hormonas esteroides y gonadotroficas podrian ser cruciales en la
patogenia de esta enfermedad.

6. Las proteinas correguladoras SRC-3, REA y SMRT se evidenciaron en todos los
estadios de desarrollo folicular ovarico bovino. La expresién proteica presentd
variaciones a lo largo del desarrollo folicular y estos patrones de expresion se
diferenciaron de los encontrados en ovarios con enfermedad quistica ovarica tanto
inducida como espontanea. La proteina SRC-3, asi como su ARNm, en muestras de
ovarios con COD espontanea se expresaron en mayor medida en foliculos quisticos
en comparacion a las distintas categorias de foliculos sanos. La expresion de REA
se mantuvo similar en los foliculos en crecimiento y quisticos de los animales con
COD inducida, mientras que mostraron una alta expresion en las células de la
granulosa de los foliculos quisticos provenientes de animales con COD espontanea.
En las células de la teca, la inmunomarcacion del REA mostré una disminucién en
todas las categorias foliculares de los ovarios que presentaron COD espontanea en

relacion a ovarios controles. La proteina SMRT evidencio una sobreexpresion en
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las estructuras quisticas de animales con COD inducida experimentalmente y una
baja expresion en las estructuras quisticas de animales con COD espontanea

provenientes de frigorifico.

Las proteinas correguladoras SRC-1, SRC-2, SRC-3 y LCoR son sintetizadas en los
distintos estratos celulares que integran el foliculo ovarico. Los transcriptos SRC-1

y SRC-2 mostraron diferencias en cuanto a su expresion entre las distintas
estructuras foliculares analizadas. En cuanto a SRC-1, los mayores niveles se
observaron en la células de la teca de los foliculos antrales medianos con respecto a
los foliculos antrales pequefios y grandes, en los foliculos quisticos espontaneos se
observé un leve aumento en relacion a los foliculos antrales pequeiios y grandes de
animales controles pero estos niveles no fueron significativamente diferentes a los
que se halld en los foliculos antrales medianos. Los resultados de la expresion del
ARNmM de SRC-2 mostraron una expresion similar en la teca de los foliculos

antrales grandes y quisticos.

La presencia de las proteinas correguladoras en las estructuras foliculares controles
y quisticas sugiere que estan disponibles para la interaccion con los distintos
receptores esteroides y por lo tanto interviniendo en la modulacién de su actividad
transcripcional. Los cambios en la expresion de las proteinas correguladoras
hallados en los ovarios de animales con la enfermedad probablemente indiquen una
contribucién a las alteraciones encontradas en aquellos procesos regulados por los
receptores de hormonas esteroides tales como desbalances en la proliferacion y

diferenciacion celular asi como también en la apoptosis.

La falta de informacién sobre la historia reproductiva y de la duracion de la
enfermedad en los animales de los que se obtienen las muestras de quistes en playa
de faena resaltan la necesidad de la utilizacion de modelos experimentales
apropiados que reproduzcan adecuadamente la manera en que los quistes se
forman. Las diferencias encontradas entre el modelo utilizado y los casos
espontaneos de quistes obtenidos en frigorifico probablemente se deban a la gran

cantidad de variables que intervienen en estos ultimos. Este problema podria
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subsanarse a través del estudio de casos de la enfermedad espontanea que ocurre en
animales diagnosticados en los rodeos de la zona, de los cuales se puede conocer la
historia reproductiva ademas de otras variables tales como la alimentacion,
tratamientos, manejo general, enfermedades concomitantes, etc. Ademas, la
utilizacién de técnicas poco invasivas, como por ejemplo el aspirado folicular
guiado por ecografia, permitiria la obtencion de muestras para el estudio de la gran

cantidad de componentes que intervienen en la etiopatogenia de esta enfermedad.
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PREPARACION BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN IHQ

1- Solucién fijadora de formol bufferado 10%:

NaHPO, 4,00g (0o NAHPO, 12 HO) 10,08 g
NaH,PO, 5,00g (o NajPO,.2H,0) 6,50 g
Formol 100 ml

Agua destilada 900 mi

2- Buffer Fosfato Salino (PBS) 0,01M, pH 7,2

Solucion stock (PBS 10X):

Na2HPO4 11,49

(0o Na2HPO4 12 H20) 28,759
NaH2P04.2H20 3,39

(0o NaH2PO4) 2,549
Agua destilada 1.000 ml

Solucioén de trabajo (PBS 1X):

NacCl 8¢
Solucién Stock 100 ml
Completar con agua destilada hasta 1.000 ml

Observacion:

Controlar pH y ajustar con NaHO 1N o HCI 1N gota a gota.

3- Buffer Citrato 0,01M, pH 6,00

Solucién stock:

Acido Citrico (GHsO; PM 192.13) 19,2 g
Disolver en 500 ml de agua destilada

Controlar pH y ajustar con NaHO 2N gota a gota.

Completar con agua destilada hasta 1.000 ml

Solucién de trabajo:

Solucion Stock 1 volumen
Completar con agua destilada hasta 500 mi
Controlar pH
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4- Solucién de Bloqueo para IHQ: Suero Normal de Cabra al 10%

Solucién de trabajo:

Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2 90 ml
Suero Normal de Cabra 10 ml
Azida Sodica 0,19

Azul de metileno (trazas hasta lograr un leve color azul)

5- PBS-BSA para dilucion de anticuerpos

Solucién de trabajo:

Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2 100 ml
AlbUumina Sérica Bovina 1lg
Azida Sodica 0,19

PREPARACION BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN WB

1- Buffer de Lysis RIPA (Radiolnmuno Precipitation Assay

1% IGEPAL CA630 10 ml
0.5% Desoxycolato de Sodio 59
0.1% SDS 19

1 mM EDTA 0.3722 g
50 mM Fluoruro de Sodio 2.0995 g
0.1 M PBS Csp 1000 ml

2- Solucién Acrilamida/Bis-acrilamida

Acrilamida 29.2 ¢
N’N’-bis-metilen-acrilamida 0.8¢g

Agua bidestilada 100 ml

Resina de intercambio idnico (conservante) 1 cucharada

3- Buffer gel acrilamida/Bis-acrilamida 1.5M Tris-HCI, pH 8.8

Tris Base 18.15¢
Completar con agua destilada hasta 100 ml
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4- Buffer gel acrilamida/Bis-acrilamida 0.5M Tris-HCI, pH 6.8
Tris Base 60
Completar con agua destilada hasta 100 ml

5- Persulfato de Amonio (APS) 10%

APS 100 mg
Agua destilada 1ml
6- Buffer de corrida Tris-Glicina, pH 8,3

Solucién stock 4X:

Tris Base (25 nM) 6.06 g
Glicina (192mM) 28.80¢g
Agua bidestilada 500 ml

Solucién de trabajolX, 0.1 % de SDS:

Buffer 4X 250 ml
SDS 19

7- Buffer de Transferencia pH 8.3 (Towbin transfer buffer)

Buffer de corrida 4X 250 ml
Metanol 200 ml
Agua bidestilada 550 ml

8- Rojo Ponceau (0.2% en &cido acético 0.5% en agua destilada)

Rojo Ponceau S 0.1g
Acido acético 0.25 ml
Agua bidestilada 49.75 ml

9- Coomasie Brilliant Blue Solucion del colorante stock

Solucién de Coomasie Brilliant Blue R-250 al 1% en agua desionizada.
Solucion de Uso (Coomasie 0.125%. Metanol 50%, Acido acético 10%):

Coomasie Brilliant Blue R-250 1% 12.5 ml
Metanol 50.0 ml
Acido acético 10.0 ml
Agua desionizada Csp 100.0 mi
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10- Solucién Decolorante 1

Metanol 40% 200 ml
Acido acético 10% 50 ml
Agua desionizada 250 ml

11- Solucién Decolorante 2

Metanol 5% 25 ml

Acido acético 7% 35 ml

Agua desionizada Csp 500 ml
12- TBS 1X

NaCl 8.065 g

KCI 0.2g

Tris Base 2422 g

Agua Desionizada c.s.p. 1000 ml
13- TBS 10X

NacCl (1.38M) 40.32 g

KCI (27mM) 1lg

Tris Base (200mM) 12.11 g

Agua Desionizada c.s.p. 500 ml

14- TBS-Tween (TBS-T)

TBS 1000 ml
Tween 20 0.5 ml

15- TBS-Tween-Leche 3%

TBS- Tween 100 ml
Leche en polvo descremada 39

16- Reactivo Quimioluminiscente Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection

Reagents (GE.)

Solucion A 1ml
Solucién B 251
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Solucién Reveladora

Revelador (Kodak) 50 ml
Agua destilada 50 ml
Solucién Fijadora

Fijador y Fortalecedor (Kodak) 25 ml
Agua destilada 90 ml

PREPARACION BUFFERS Y SOLUCIONES UTILIZADAS EN RT-PCR
1- Buffer Salino de Fosfato (PBS) 0,01M, pH 7,2 estéril

Solucion stock (PBS 10X):

Na,HPO, 11,49

(0 NgHPO, 12 H0) 28,759
NaH,PO,.2H,0 3,39

(o NaHPOy) 2,549
Agua DEPC (0,1%) 1.000 mi

Solucion de trabajo (PBS 1X):

NaCl 89
Solucién Stock 100 ml
Completar con agua DEPC (0,1%) hasta 1.000 mi

2- Agua DEPC 0,1%
DEPC (Diethylphyrocarbonate) 1ml
Completar con Agua bidestilada estéril 1000 ml

3- Buffer de dilucion de primers TE (10mM Tris-HCL, pH 8, 1 mM
EDTA)

Tris- HCI (1 M) 1 mi
EDTA (0,5 M) 0,2 ml
Agua destilada 98,8 mi
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4- Buffer TAE 50X

Solcién Stock:

Tris base

Acido acético glacial
EDTA 0.5M pH 8
Agua destilada estéril

Solucion de trabajo (TAE 1X):

TAE 50X (Stock)
Agua destilada

-2013 -

121g
28.55 ml
50.00 ml
21.45 ml

10 ml
490 ml

5- Buffer de Carga FA 10X (Formaldehyde gel-Loading Buffer)

Glicerol 87% en agua DEPC
EDTA 0.5mM

0.25 % de xylencyanol FF
0.25 %Azul de bromofenol

6- Gel de agarosa 2%
Agarosa Ultra Pure

Agua destilada
Buffer TAE 50X

57.47 ml
2 ml

250 mg

250 mg

12g
58.8 ml
1.2 ml
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Resultado BLASTn para amplificados de GAPDH en muestras de ovario bovino

ref | NW 001494990. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 5 genomi ¢
scaffold, Btau 4.2

Chr 5. scaf fol d14, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=3257037

Features in this part of subject sequence:
gl ycer al dehyde- 3- phosphat e dehydr ogenase

Score = 195 bits (105), Expect = 2e-47
Identities = 105/105 (100%, Gaps = 0/105 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 63 CCAGGTTGTCTCCTGCGACTTCAACAGCGACACTCACTCT 103

AR AR AR AR RN
Sbj ct 1353539 CCAGGTTGTCTCCTGOGACTTCAACAGCGACACTCACTCT 1353579

Query 104 TCTACCTTCGATGCTGGGEGCTGECATTGCCCTCAACGACC 144

R RN AR A A R RN
Sbj ct 1353580 TCTACCTTCGATGCTGGGGCTGGCATTGCCCTCAACGACC 1353620

Query 145 ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTA 170

RN AR
Sbjct 1353621 ACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTA 1353646

Resultados BLASTn: secuencias de los receptores de hormonas esteroides

* Resultado de Blast para amplificados delaR& muestras de
ovario bovino

ref | NW 001495612. 2| 2] Bos taTrTs breed Hereford chrompsonme 9 genomi ¢
scaffold, BtaT 4.2

Chr 9. scaffol d91, whol e genonme shotgTn seqTence

Lengt h=449753

Feat Tres in this part of sThject seqTence:
estrogen receptor

Score = 202 bits (109), Expect = le-49
Identities = 109/109 (100%, Gaps = 0/109 (0%
Strand=PI Ts/ Pl Ts

Qlery 142 AGGAACCAGGGAAAAT GTGT GGAAGGCATGGTGGAGATC 181

RN AR RN AN Ay
Sbj ct 346879 AGGAACCAGGGAAAATGTGTGGAAGGCATGGTGGAGATC 346879

Qlery 182 TTTGACATGI TGCTGGCTACTTCGICTCGGTTCGICTCG 220

LULEREEEE e e e ey
Sbj ct 346878 TTTGACATGTTGCTGGCTACTTCGICTCGGITCGTCTCG 346801

Qlery 221 GTTCCGTATGATGAATCTCCAGGGAGAAGAGITTGTGIGCC 261

RN AR R AR AR R
Sbj ct 346800 GTTCCGTATGATGAATCTCCAGGGAGAAGAGTTTGTGTGCC 346760
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» Resultado de Blast para amplificados del BR&En muestras de
ovario bovino

ref | NW 001492860. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsonme 10 genomi ¢
scaffold, Btau 4.2

Chr 10. scaf fol d73, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=3153087

Features in this part of subject sequence:
estrogen receptor beta

Score = 143 bits (77), Expect = 5e-32

Identities = 77/77 (100%, Gaps = 0/ 77 (0%

St rand=Pl us/ M nus
Query 74 AGGGATGAAGGGAAATGTGTTGAAGGAATTCTAGA 109

AR AR AR R AR AR
Sbj ct 2313930 AGGGATGAAGGGAAATGTGTTGAAGGAATTCTAGA 2313895

Query 110 AATCTTTGACATGCTCCTGGECAACGACTTCAAGGTTTCGTGA 150

AR AR AN
Sbj ct 2313894 AATCTTTGACATGCTCCTGGCAACGACTTCAAGGTTTCGTGA 2313854

e Resultado de Blast para amplificados del RA en muestras de ovario
bovino

ref | NW 001508789. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsome X genoni c
scaffold, Btau 4.2

Chr X. scaf f ol d66, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=1510751

Features in this part of subject sequence:
andr ogen receptor

Score = 243 bits (131), Expect = 5e-62
Identities = 131/131 (100%, Gaps = 0/131 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 12 GI'ACCGCATGCACAAGT CCCGGATGTACAGCCAGTGTGTCCGAAT - 57

RN AR AN RN
Sbj ct 437507 GTACCGCATGCACAAGTCCCGGATGTACAGCCAGTGTGTCCGAAT 437462

Query 58 GAGGCACCTCTCCCAAGAATTTGGATGGCTCCAAATCACCCCCCA 103

AR AR R R AR AR
Sbj ct 437463 GAGGCACCTCTCCCAAGAATTTGGATGGCTCCAAATCACCCCCCA 437417

Query 104 GGAATTCCTGTGCATGAAGGCACTGCTGCTCTTTAGCATTA 142

RN AN AR AR AR AR ARy
Sbj ct 437387 GGAATTCCTGTGCATGAAGGCACTGCTGCTCTTTAGCATTA 437377
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 Resultado de Blast para amplificados de la isoforma RP-B en
muestras de ovario bovino

ref | NW 001493276. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 15 genomi ¢
scaffold, Btau 4.2

Chr 15. scaf f ol d5, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=844293

Features in this part of subject sequence:
progest erone receptor

Score = 137 bits (74), Expect = 9e-31
Identities = 74/ 74 (100%, Gaps = 0/ 74 (0%
St rand=Pl us/ Pl us
Query 1 GCTGCGAGACCCCCAGAGAAGGACGGECEEGTTECT 36
R R R AR
Sbj ct 620836 GCTGCGAGACCCCCAGAGAAGGACGECGEGTITGCT 620871
Query 37 GGACAGCGT CCTGGACACCCTGCTGECECCCCCEEECCe 74

AR AR AR AR A AR AR
Sbj ct 620872 GGACAGCGTCCTGGACACCCTGCTGGOGCCCCOGEGCCC 620909

 Resultado de Blast para amplificados de la regiébn comun de las
isoformas RP-A y RP-B en muestras de ovario bovino

ref | NW 001493276. 1] 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 15 genoni c
scaffold, Btau 4.2

Chr 15. scaf f ol d5, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=844293

Features in this part of subject sequence:
progest erone receptor

Score = 283 bits (153), Expect = 3e-74
Identities = 153/153 (100%, Gaps = 0/153 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 GGCGT CCCCCCGGT GCCCAAAGAAGATCCCCACTTCTC 39

AR AR AR AR Ry
Sbj ct 621307 GGOGTCGCCCOGGT GOCCAAAGAAGATGCCCGCTTCTC 621345

Query 40 GGCGCCCAGGEECCGCCCCGECEGAGCATGACGCACCCG 78

_ AR AR A R
Sbj ct 621346 GGOGCCCAGGGECCGCCCCGGCGGAGCATGACGCACCCG 621383

Query 79 CCGCGCCCGEEECECECCTCGGT GGCCACCGCGGTGATG 116

AR AR AR AR AR AR
Sbj ct 621384 CCGOGCCCGGECGCGOCT CGGTGECCACCGCGGTGATG 621421

Query 117 GACTTCATCCACGT GCCCATCCTGCCGCTCAACTCAGCC 156

AR AR R AR RN
Sbj ct 621422 GACTTCATCCACGTGCCCATCCTGCCGCTCAACTCAGCC 621461
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 Resultado de Blast para amplificados de la regién E del RP en
muestras de ovario bovino

ref | NW 001493276. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 15 genomi ¢
scaffold, Btau 4.2

Chr 15. scaf f ol d5, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=844293

Features in this part of subject sequence:
progest erone receptor

Score = 270 bits (146), Expect = 6e-70
Identities = 146/146 (100%, Gaps = 0/146 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 199 AGTTCCTTTAGAAGGACTAAGAAGTCAAAACCAGITTG 237

R AR RNy
Sbj ct 733692 AGTTCCTTTAGAAGGACTAAGAAGTCAAAACCAGTTTG 733730

Query 238 AAGAGATGAGATAGAGAGCTCATCAAGGCAATTGGTTT 275

R AR AR AR AN AR
Sbj ct 733731 AAGAGATGAGATAGAGAGCTCATCAAGGCAATTGGITT 733768

Query 276 GAGGCAAAAAGGAGT TGTCCCTAGCTCACACGCGTTTCT 313

AR AR R RN
Sbjct 733769 GAGGCAAAAAGGAGTTGTCCCTAGCTCACAGCGTTTCT 733806

Query 315 ATCACCTTACAAAACTTCTTG 334

RN
Sbj ct 733807 ATCAGCTTACAAAACTTCTTG 733827

Resultados BLASTN: secuencias de los receptores de hormonas
gonadotroficas

 Resultado de Blast para amplificados del RFSH en muestras de
ovario bovino

ref | NW 003104293. 1] 2] Bos taurus breed Hereford chronmpsone 11 genoni c
scaffold, alternate

assenbly Bos_taurus_UMD 3.1, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=27308287

Features in this part of subject sequence:
follicle-stimulating hornone receptor

Score = 468 bits (253), Expect = 2e-129
Identities = 253/253 (100%, Gaps = 0/253 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 48 CTCTGACCTTCATCCAGITTGCAACAAATCTATTTTAA 86

AR AR RN
Sbj ct 13241651 CTCTGACCTTCATCCAGTTTGCAACAAATCTATTTTAA 13241613
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Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Sbj ct

ref | NW 001492928. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chronmpsone 11 genoni c

87

13241612

125

13241574

163

13241536

201

13241498

239

13241460

277

13241423
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GCCAAGAAGT TGATGACAT GACT CAGECTAGGGGTCAG

AR AR AR AR R AR
GGCAAGAAGT TGATGACATGACT CAGGCTAGGGGTCAG

AGAGT CTCTTTGGCAGAAGATGATGAGCCCACGCTATCC

AR AR AR
AGAGT CTCTTTGGCAGAAGATGATGAGCCCAGCTATGC

CAAAGGATTTGACGT GATGTACAGTGAATTTGACTATG

AR RN RNy
CAAAGGATTTGACGT GATGTACAGTGAATTTGACTATG

ACTTATGCAATGAAGT GGT TGATGTGACTTGCTCCCCT

AR AR R R AR AN AR AN
ACTTATGCAATGAAGT GGT TGATGT GACTTGCTCCCCT

GAGCCAGACGCATTTAATCCATGTGAAGATATCATGGG

AR AR AR AR AN
GAGCCAGACGCATTTAATCCATGTGAAGATATCATGEG

GGATGATATTCTCAGAGTCTTGATA 300

AN RN
GGATGATATTCTCAGAGTCTTGATA 13241399

Resultado de Blast para amplificados del RLH
ovario bovino

scaffold, Btau 4.2
Chr11. scaf fol d24, whol e genone shot gun sequence

Length

=2053381

Features in this part of subject sequence:

| ut ropi n- chori ogonadot ropi ¢ hornone receptor

124

13241575

162

13241537

200

13241499

238

13241461

276

13241423

en muestras de

precursor

Scor e
| dent

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

= 259 bits (140), Expect = 4de-67
ities = 140/ 140 (100%, Gaps = 0/140 (0%
St r and=Pl us/ M nus

1

1695993

61

1695954

100

1695916

139

1695878

TGAGTGCCTGGGATTATGACTATGGT TTCTGCTTACCC

AR AR AN AR
TGAGTGGCTGGGATTATGACTATGGT TTCTGCTTACCC

AAGACACT CCAGT GTGCTCCTGAACCAGATGCTTTCAA

R AR AR
AAGACACT CCAGT GTGCTCCTGAACCAGATGCTTTCAA

TCCCTGTGAAGACATTATGGGCTACAACTTCCTTAGAG

AR AR RN
TCCCTGTGAAGACAT TATGGGCTACAACT TCCTTAGAG

TCCTGATTTGGCTGATTAATATCCTA 165

AR AR AN AR
TCCTGATTTGGCTGATTAATATCCTA 1695854

60

1695955

99

1695917

138

1695879

184



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Resultados BLASTn: secuencias de las enzimas CyP17 y CyP19

 Resultado de Blast para amplificados de CyP17 en muestras de
ovario bovino

ref | NW 003104582. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 26 genomi ¢
scaffold, alternate

assenbly Bos_taurus_UVD 3.1, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=12495555

Features in this part of subject sequence:
steroid 17-al pha- hydroxyl ase/ 17, 20 | yase

Score = 198 bits (107), Expect = le-48
Identities = 107/107 (100%, Gaps = 0/107 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 33 CAGCATTGGCGACCTTACCATTGACAAAGGCACAGACG 71

AR AR AN R AR
Sbj ct 9585835 CAGCATTGGCGACCTTACCATTGACAAAGGCACAGACG 9585797

Query 72 TTGIGGTCAACCTGTGGGCACTGCATCACAGTGAGAAG 109

RN AR AR AR AR
Sbj ct 9585796 TTGIGGTCAACCTGTGGGCACTGCATCACAGTGAGAAG 9585759

Query 110 GAGTGGCAGCATCCCGACCTGTTCATGECCCG 140

AR AR AR Ry
Sbj ct 9585758 GAGTGGCAGCATCCCGACCTGTTCATGOCCG 9585729

e Resultado de Blast para amplificados de CyP19 en muestras de
ovario bovino

ref | NW 001492841. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsonme 10 genoni c
scaffold, Btau 4.2

Chr 10. scaf f ol d59, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=1212348

Features in this part of subject sequence:
cytochrone P450 19A1

Score = 340 bits (184), Expect = 2e-91

Identities = 194/199 (97%, Gaps = 0/199 (0%

St rand=Pl us/ M nus
Query 2 GAAGCAACAGGAGTCCTAAATGTACATTTTGGGGATTT 40

RN RN RN
Sbjct 167309 GAAGCAACAGGAGTCCTAAATGTACATTTTGGGGATTT 167271

Query 41 TGTAATTGGTCCACTATTCTGATCTCCACAGGACTTTA 78

AR AR AN AR
Sbjct 167270 TGTAATTGGTCCACTATTCTGATCTCCACAGGACTTTA 167233

Query 79 AATTACTTCCCCTGAGATCAAGTAAAACAAAATGCTTT 116

NN AR R AR AR
Sbj ct 167232 AATTACTTCCCCTGAGATCAAGTAAAACAAAATGCTTT 167195
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Query 117 TGGAAGT GCTGAACCCAAGCCATTACAACGTCACCAGC 154

AR RN AR
Sbjct 167194 TGGAAGTGCTGAACCCAAGGCATTACAACGTCACCAGC 167157

Query 155 ATGGTGTCCGAAGT TGTGCCTATTGCCAGCATTGCAAT 192

RN R A A AR
Sbjct 167156 ATGGIGICCGAAGT TGTGCCTATTGCCAGCATTGCAAT 167119

Query 193 CCTGCTGCT 202

LTI
Sbjct 167118 CCTGCTGCT 167109

Resultados BLASTn: secuencias de las proteinas correguladoras

e Resultado de Blast para amplificados de SRC-1 en muestras de
ovario bovino

ref | NW 001492965. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chronpsone 11 genomi ¢
scaffold, Btau 4.2

Chr11. scaf fol d51, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=1190367

Features in this part of subject sequence:
nucl ear receptor coactivator 1

Score = 955 bits (517), Expect = 0.0
Identities = 517/517 (100%, Gaps = 0/517 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 1 CCAACATTAAGCTCCCCCGI TAGCATGACAAGTACTGEC 39

AR AR AR AR RN A AR
Sbj ct 797656 CCAACATTAAGCTCOCCCGT TAGCATGACAAGTACTGC 797618

Query 40 CTGTAATAATAGTAACCGATCCTATTCAAACATCCCAG 77

RN AR RNy
Sbjct 797617 CTGTAATAATAGTAACCGATCCTATTCAAACATCCCAG 797542

Query 78 TAACACCTTTACAGAGTATGAATGAAGGACCCAATAAC 115

RN R AR AR AR A AN
Sbjct 797541 TAACACCTTTACAGAGTATGAATGAAGGACCCAATAAC 797504

Query 116 TCTGITGECTTCTCTGCCAGI TCTCCAGTCCTCAGGCA 153

AR AR AR AR R R AR AR
Sbj ct 797503 TCTGITGGCTTCTCTGCCAGTTCTCCAGTCCTCAGGCA 797466

Query 154 GATGAGCTCACAGAATTCACCTAGCAGATTAAATATAC 191

AN AR AR AN Y
Sbj ct 797465 GATGAGCTCACAGAATTCACCTAGCAGATTAAATATAC 797428

Query 192 AACCAGCAAAAGCT GAATCCAAAGATAACAAAGAGATT 229

RN AN RN RAA Y
Sbj ct 797427 AACCAGCAAAAGCTGAATCCAAAGATAACAAAGAGATT 797390

186



Alfaro, Natalia Soledad -2013 -

Query 230 GCATCCATTTTAAATGAAATGATTCAGICTGACAACAG 267

AN AR AR AN
Sbj ct 797389 GCATCCATTTTAAATGAAATGATTCAGTCTGACAACAG 797352

Query 268 CTCTAATGACAGCAAACCTCTGGATTCTGGCECTTCTAC 305

AR AR AR AR Ry
Sbjct 797351 CTCTAATGACAGCAAACCTCTGGATTCTGGGCTTCTAC 797314

Query 306 ATAACAATGACAGACTCTCAGATGGAGACAATAAATAC 343

AR AR AR AR
Sbjct 797313 ATAACAATGACAGACTCTCAGATGGAGACAATAAATAC 797276

Query 344 TCTCAAACCAGT CACAAACTAGTGCAGCTTTTGACAAC 381

R AR R AR
Sbjct 797275 TCTCAAACCAGICACAAACTAGTGCAGCTTTTGACAAC 797238

Query 382 GACTGCAGAGCAGCAGT TACGGCATGCTGACATAGACA 419

AR AR AR AR RN
Sbj ct 797237 GACTGCAGAGCAGCAGITACGGCATGCTGACATAGACA 797200

Query 420 CAAGT TCCAAAGAGGTACTGITCTTGCACAGGCACTTCC 457

AR AR AR AR AR R AR
Sbjct 797199 CAAGTTGCAAAGAGGTACTGTCTTGCACAGGCACTTCC 797162

Query 458 ACCTCTGCCTCTACTAACTCTTCAAGTIGGTTCTTGCCC 495

R RN
Sbjct 797161 ACCTCTGCCTCTACTAACTCTTCAAGTGGITCTTGCCC 797124

Query 496 CTCCTCTCATAGCTCACTGACCG 518

RN AR
Sbjct 797123 CTCCTCTCATAGCTCACTGACCG 797100

 Resultado de Blast para amplificados de SRC-2 en muestras de
ovario bovino

ref | NW 001493217. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 14 genoni c
scaffold, Btau 4.2

Chr14. scaf fol d27, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=875163

Features in this part of subject sequence:
nucl ear receptor coactivator 2

Score = 315 bits (170), Expect = 4e-83
Identities = 170/170 (100%, Gaps = 0/170 (0%
St rand=Pl us/ M nus

Query 237 ACAGGCAGCCATTCGGCAGCTCTCCCGACGACTTCCTG 275

AR AR AR AR A AR
Sbj ct 606564 ACAGGCAGCCATTCGGCAGCTCTCCCGACGACTTGCTG 606602

Query 276 TGTCCACATCCCGCAGCAGAGTCTCCGAGTGATGAAGG 314

AN AR AR R AR
Sbj ct 606603 TGTCCACATCCCGCAGCAGAGTCTCCGAGTGATGAAGG 606640
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Query 315 CCCTCTCCTGGACCAGCTGTACATGECCTTGAGGAACT 353

RN AR R
Sbj ct 606641 CGCTCTCCTGGACCAGCTGTACATGGCCTTGAGGAACT 606679

Query 354 TTGATGCCCTGGAGGAGATCGACAGAGCCCTGEGGATA 392

RN AN AR
Sbj ct 606680 TTGATGGCCTGGAGGAGATCGACAGAGCCCTGGGGATA 606718

Query 393 CCCGAGCTCGTCAGCCAG 411

RN RN
Sbjct 606719 CCCGAGCTCGTCAGCCAG 606737

 Resultado de Blast para amplificados de SRC-3 en muestras de
ovario bovino

ref | NW 001493168. 2| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 13 genoni c
scaffold, Btau 4.2

Chr13. scaf fol d47, whol e genone shot gun sequence

Lengt h=4057382

Features in this part of subject sequence:
nucl ear receptor coactivator 3

Score = 366 bits (198), Expect = le-98
Identities = 198/198 (100%, Gaps = 0/198 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 259 GGTTTGAGGAGTI CCGCAGCCTGTACAGTICTGICCGTCC 297

AR AR AR AR AR RN
Sbj ct 3586159 GGITTGAGGAGICCGCAGCCTGTACAGTCTGTCCGICC 3586197

Query 298 TCCGTATAACCGGECCAGTATCTCTAGACAGTCCTGITT 336

AR AR AR AR
Sbj ct 3586198 TCOGTATAACCGGGCAGTATCTCTAGACAGTCCTGITT 3586236

Query 337 CCGTTGCCTCAAGT CCTCCAGTAAAGAATATTGGTCCT 375

RN AR A AR
Sbj ct 3586237 CCGTTGGCTCAAGTCCTCCAGTAAAGAATATTGGTGCT 3586275

Query 376 TTCCCCATGI TACCAAAGCAACCCATGI TGEGCGEGECAA 414

R AR R R AR
Sbj ct 3586276 TTCCCCATGITACCAAAGCAACCCATGTTGGGCGGCAA 3586314

Query 415 TCCAAGAATGATGGATAATCAGGAAAATTACGCECTCAA 453

RN AN AR AR R
Sbj ct 3586315 TCCAAGAATGATGGATAATCAGGAAAATTACGGCTCAA 3586353

Query 454 ATA 457

1]
Sbjct 3586354 ATA 3586357
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 Resultado de Blast para amplificados de LCoR en muestras de
ovario bovino

ref | NW 003104582. 1| 2] Bos taurus breed Hereford chrompsone 26 genomi ¢
scaffold, alternate

assenbly Bos_taurus_UVD 3.1, whol e genonme shot gun sequence

Lengt h=12495555

Features in this part of subject sequence:
| i gand- dependent corepressor

Score = 647 bits (350), Expect = 0.0
Identities = 350/350 (100%, Gaps = 0/350 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 CAGCTGCCAGCCTTGGEGCCGTCTGGATTACAGAATCAT 38

AR AR AR R A
Sbj ct 3983913 CAGCTGCCAGCCTTGGGCCGTCTGGATTACAGAATCAT 3983951

Query 39 GGACAGCACTTAATATTATCCAGGGAACGCCTCTTGEEC 77

RN AR AR AN AR A AR
Sbj ct 3983952 GGACAGCACTTAATATTATCCAGGGAAGCCTCTTGGGC 3983990

Query 78 AAAACCACATTATGAGT TCAACCTCAGCCGTATGAAGT 116

RN AR AR AR
Sbj ct 3983991 AAAACCACATTATGAGITCAACCTCAGCCGTATGAAGT 3984029

Query 117 TCAGGGGAAATGGTGCACTCAACAACATCAGTGACCTT 155

RN RN AR AR
Sbj ct 3984030 TCAGGGGAAATGGTGCACTCAACAACATCAGTGACCTT 3984068

Query 156 CCTTTTCTTGCAGAAAACTCTGCCTTTCCAAAAATGEC 194

AR AR R AR
Sbj ct 3984069 CCTTTTCTTGCAGAAAACTCTGCCTTTCCAAAAATGGC 3984107

Query 195 ACTTCAAGCAAAACAAGAT GGGAAAAAGGATGTGAGCC 233

R AR AR AR AN
Sbj ct 3984108 ACTTCAAGCAAAACAAGATGGGAAAAAGGATGTGAGCC 3984146

Query 234 ATTCATCTCCTGTAGATTTAAAGATACCACAAGTTCGA 272

AR RN AR AR
Sbj ct 3984147 ATTCATCTCCTGTAGATTTAAAGATACCACAAGTTCGA 3984185

Query 273 GGAATGGATCTTTCTTGGGAATCTCGCACTGGTGATCA 311

RN AR R AR
Sbj ct 3984186 GGAATGGATCTTTCTTGGGAATCTCGCACTGGTGATCA 3984224

Query 312 GTACAGCTATAGCTCTTTGGTAATGGGT TCACAAACGG 350

COLEEEEEE TR e ety
Sbj ct 3984225 GTACAGCTATAGCTCTTTGGTAATGGGTTCACAAACGG 3984263
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