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la e IL-1pB) también puede reclutar sIL-1RAcP dando como resultado una mayor afinidad
de union. Se ha informado que una forma intracelular de sIL-1RII (ic sIL-1RII) es capaz
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madura. (Adaptado de Borashi y Tagliabue, 2013).........cccccieiiiiiiiiieecie e
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Estresores, concentraciones subluetales de progesterona, modificacion en el mecanismo
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crecimiento, gonadotrofinas y receptores de esteroides, sefializacion de la via de la
insulina, proliferacion y mecanismo apoptdtico) pueden modificar los patrones
fisiolégicos de liberacion de hormonas en el hipotdlamo (GnRH) y la hipdfisis (FSH y
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LH), conduciendo al fallo ovulatorio, persistencia folicular y formacion de quistes. Signo
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hacia abajo: expresion reducida. Flecha discontinuas: modificaciones inducidas. R +:
retroalimentacion positiva. GC: células de la granulosa. TI: células de la teca interna. TE:
celulas de la teca externa. LF: liquido folicular. IR: receptor de insulina. PI3K:
fosfatidilinositol - 3 - quinasa. TGF-B: factor de crecimiento transformante beta. IGF-1:
factor de crecimiento similar a la insulina-1. P4: progesterona. E2: estradiol. LH:
hormona luteinizante. FSH: hormona foliculo estimulante. GnRH: hormona liberadora de
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Stassi~vi



(B). Imagenes ecograficas representativas del foliculo preovulatorio y persistentes de 0,
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Figura 29: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada)
de IL-1a en el grupo COD esponténea. El analisis se realizé en células de la granulosa y
de la teca interna de todas las categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores
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Figura 32: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1o en
animales de los grupos control y COD espontanea. Se muestra ademas un control
negativo de la técnica de inmunohistoquimica. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T:
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teca interna. B. En el inmunoblot se observa una banda en la zona correspondiente al peso
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Figura 37: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1p en
animales de los grupos control y COD espontdnea. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 101: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-1RI en el grupo PO. El analisis se realizd en células de la
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la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias
SIGNITICALIVAS (P<O,05). woiiuiieiie i 141

Figura 109: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
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Figura 110: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-1RII en el grupo P10. El analisis se realizé en células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan
la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias
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Figura 111: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-1RIl en el grupo P15. El andlisis se realizd en células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan
la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias
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Figura 116: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
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Figura 117: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-4 en el grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa
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Figura 118: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de I1L-4 en el grupo P15. El analisis se realizo en células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media £
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
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Figura 119: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-4 en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas
por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos colores). Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras indican diferencias
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Figura 120: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-4 en células de la teca interna de cada categoria folicular
(separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos
colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ......ccccervrererererereneeneenns 148

Figura 121: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-4 en
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Figura 122: Concentracion de IL-4 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media £ DE. * indica
diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por corchetes)
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Figura 123: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y
de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media +
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIGNITICALIVAS (P<O,05). woiiuiieiie i 150

Figura 124: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-6 en el grupo P5. El analisis se realizd en células de la granulosa y
de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media +
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
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Figura 125: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de I1L-6 en el grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media +
DE. Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias significativas
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Figura 126: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de I1L-6 en el grupo P15. El analisis se realizo en células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media £
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
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Figura 127: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-6 en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas
por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos colores). Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05).......ccccceiriiiieieiieeeicse e 152

Figura 128: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-6 en células de la teca interna de cada categoria folicular
(separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos
colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ......ccccervrererererereneeneenns 152

Figura 129: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para IL-6 en
animales de los grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa,
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Figura 130: Concentracion de IL-6 en suero y en LF de animales control (foliculo
dominante, proestro), PO, P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre los distintos grupos. * indica
diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por corchetes)
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Figura 131: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo PO. El analisis se realiz en células de la granulosa y
de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media +
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
(p<0,05). Las barras con diferentes numeros (teca interna) indican diferencias
SIGNITICALIVAS (P<0,05). ...eiiiiiiiiiii bbbt bbb 155

Figura 132: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea
inmunomarcada) de IL-8 en el grupo P5. El analisis se realizé en células de la granulosa y
de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media +
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
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Figura 133: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de 1L-8 en el grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media £
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
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Figura 134: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de 1L-8 en el grupo P15. El analisis se realizo en células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares. Los valores representan la media £
DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican diferencias significativas
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Figura 135: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-8 en células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas
por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos colores). Los
valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras indican diferencias
significativas dentro de la misma categoria (P<0,05).......cccceiiviiiiiieiiiiese e 157

Figura 136: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area
inmunomarcada) de IL-8 en células de la teca interna de cada categoria folicular
(separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en estudio (en distintos
colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras indican
diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05). ......ccccerrerernrenersneeneens 157

Figura 137: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para IL-8 en
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{_ RESUMEN




La produccion de ovocitos y la secrecion hormonal en los ovarios, determinan la
eficiencia reproductiva y en consecuencia, productiva de bovinos de leche y carne. La
progresion a través del desarrollo folicular requiere de una comunicacion entre el ovocito, las
células de la granulosa y las células de la teca; y en dicho intercambio de informacién
participan las citoquinas. El presente estudio fue disefiado para determinar la localizacién
celular especifica y expresion de las principales citoquinas y receptores que podrian participar
en la enfermedad quistica ovérica en bovinos y en la persistencia folicular asociada. El
desarrollo del modelo experimentale resultd apropiado para el estudio de los estadios iniciales
de la enfermedad asi como el desarrollo de la persistencia encontrandose algunas diferencias
entre el modelo y los casos espontaneos, las cuales podrian explicarse principalmente por el
tiempo de persistencia. Se demostré que existe un posible efecto de las citoquinas en la
patogénesis de la enfermedad, balance proliferacion/apoptosis y diferenciacion celular
descriptas previamente en ovarios quisticos. Conociendo la fuerte justificacion econémica
para desarrollar medidas preventivas y tratamientos para las alteraciones foliculares, los
resultados obtenidos en esta tesis aumentan el conocimiento de la etiopatogenia de la
enfermedad quistica ovérica y los mecanismos involucrados en la persistencia folicular
proveyendo una invaluable herramienta para estudios adicionales asi como para la evaluacion

de medidas preventivas y terapéuticas.
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The production of oocytes and the hormonal secretion in the ovaries, determine the
reproductive and consequently, productive efficiency in dairy and beef cattle. Progression
through follicular development requires a communication between the oocyte, the granulosa
and the theca cells, in the exchange of information between these cells are involved cytokines.
The present study was designed to determine the specific cellular localization and expression
of the major cytokines and receptors who could participate in ovarian cystic disease in cattle
and in the follicular persistence associated. The development of the experimental models was
appropriate for the study of the early stages of the disease and the development of persistence
found some differences between model and spontaneous cases, which could be explained
mainly by the persistence time. We showed that there is a possible effect of cytokines on the
pathogenesis of the disease, balance proliferation/apoptosis and cell differentiation previously
described in cystic ovaries. Knowing the strong economic justification for developing
preventive measures and treatments for follicular disorders, the results obtained in this thesis
increase the knowledge of the pathogenesis of cystic ovarian disease and the mechanisms
involved in the follicular persistence providing an invaluable tool for additional studies and

for the evaluation of preventive and therapeutic actions.
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1. Introduccioén

1.1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL OVARIO

Los ovarios son los 6rganos esenciales para la reproduccion en la hembra, del mismo
modo que los testiculos lo son en el macho. Son de naturaleza doble: endocrina y citdgena
(productora de células) pues a la vez que elaboran hormonas que van a la circulacion,
producen los dvulos posteriormente expulsados por la glandula. Los ovarios de la vaca son
pequefios, miden normalmente de 3,5 a 4 cm de longitud, 2,5 cm de ancho y son
aproximadamente de 1,5 cm de espesor en su porcion mayor; el peso es de 15 a 20 g (Sisson y
Grossman, 1982). La mayor parte de la superficie de la glandula est& cubierta por un epitelio
germinal, si bien el epitelio peritoneal est4 limitado a una zona estrecha a lo largo del borde
de insercion. A menudo se pueden ver varios foliculos de distinto tamafio, que se proyectan
desde la superficie, asi como cuerpos luteos. Un cuerpo lateo (CL) de una vaca prefiada tiene
color amarillo intenso y puede alcanzar un diametro de 1 a 1,5 cm. El tamafio del ovario se
modifica por el CL (Sisson y Grossman, 1982). Después de la ovulacién, la pared de la
cavidad folicular se pliega debido a la caida de la presion a causa de la expulsién del liquido
folicular (LF). La actividad de los vasos sanguineos que generan los procesos ulteriores de
reconstruccion y proliferacion lleva a la formacion del cuerpo amarillo o CL. En el cuerpo
amarillo se distinguen un estadio temprano y un estadio tardio (estadio de proliferacion y
estadio de vascularizacién), un estadio de desarrollo y un estadio de involucién. El cuerpo
amarillo que pasa por estos estadios durante un ciclo sexual, se denomina CL ciclico. Si se
produce la fecundacion, el cuerpo amarillo permanece activo durante largo tiempo y entonces
se habla de un CL de la gravidez. Al final del proceso de involucion del cuerpo amarillo
queda una cicatriz, el cuerpo blanco o corpus albicans (Konig y Liebich, 2002).

La porcion medular o central (zona vascular) del ovario es la mas vascularizada, en
contraste con la corteza (zona parenquimatosa), donde abunda el tejido conectivo denso e
irregular y donde se encuentran células epiteliales emigradas desde la superficie. La capa mas
externa de la corteza es una capa de tejido conectivo, que toma el nombre de tanica albuginea
(figura 1). En el feto, la superficie externa consta de una simple capa de epitelio germinativo.
Las células sexuales primordiales se originan en el saco vitelino y emigran a los rebordes
germinativos. Unos cordones de células epiteliales germinativas invaden el estroma del ovario

y al final forman islotes conocidos como foliculos primordiales.
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Figura 1: Anatomia del Ovario. El ovario se compone de dos zonas: region medular (1) que abarca la region
central del ovario y se forma de tejido conectivo, vasos y fibras nerviosas, y la region cortical (2) que
contiene foliculos (3) en diferentes estadios, cuerpos liteos (4) y el estroma ovario. (Adaptado de Fernandez
Sanchez, 2008).

Mientras que en la gonada, la mayoria de las células germinales primordiales
contintan proliferando, antes del nacimiento el nimero de ovocitos disminuye drasticamente
como resultado de la apoptosis. En la vaca, el nimero méaximo de células germinales
primordiales se estima en 2.100.000, que se reduce a un promedio de 130.000 en el
nacimiento (Erickson, 1966a,b). En la vaca, los foliculos primordiales estan presentes
alrededor del dia 90 de la gestacion (Yang y Fortune, 2008). La reserva folicular es dinamica,
ya que su poblacion de foliculos primordiales sufre un agotamiento no sélo en la vida fetal,
sino también a través de la vida reproductiva de un individuo mamifero. Dos procesos
complementarios son responsables por la pérdida de foliculos primordiales. El primero de
estos, es la continua degeneracidn apoptotica de los ovocitos, seguido por la muerte de las
células de la granulosa que los recubren. La disminucion post-natal mas pronunciada ocurre
durante los periodos pre-pubertad y post-pubertad temprana (Bristol-Gould y col., 2006;
Murphy, 2011). La segunda fuente de reduccién en la reserva folicular es la activacion del
foliculo primordial, un proceso que les provoca la entrada irreversible dentro del pool de
crecimiento de foliculos en el ovario. La activacion folicular ocurre continuamente, y no esta
relacionada con el patron ciclico de liberacion de gonadotrofinas (Webb y Campbell, 2007),
sino que la hipdtesis actual mas veridica, es que la activacién es inhibida por factores
paracrinos y autocrinos del ovario (Murphy, 2011). Dentro de cada foliculo se encuentra una
gran célula que es el 6vulo u ovocito rodeada de una simple capa de células foliculares. Esos

6vulos de los foliculos primordiales aumentan de tamafio al mismo tiempo que el resto de las
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células foliculares se multiplican y disponen en varias capas, para formar los foliculos en

maduracion (figura 2).

Foliculo ,
Foliculo antral
_ preantral equefio
Foliculos en desarrollo Ovoqto Fd - Antro

(primarios y preantrales) \

Mesovario

Médula

Foliculos primordiales _

Epitelio germinal Foliculo Antral

e . terciario o De Graag;
Tlnica albuginea ( if)
Antro

Ovocito
Zona pelucida

Ligamento ovarico ;
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0% Zona pelucida
Ovocito ovulado

Cuerpo Cuerpo Cuerpo  Corteza
albicans liteo liteo en
desarrollo

Figura 2: Esquema de un corte longitudinal de ovario donde se observan las distintas categorias foliculares
en crecimiento, ovulacion y formacién de cuerpo luteo. (Adaptado de Enciclopedia Britanica, 2007).

Clasificacion Folicular

Con el fin de estudiar las poblaciones de foliculos se utiliza la clasificacion histologica
de los foliculos bovinos realizada por Braw-Tal y Yossefi (1997) (tabla 1). En esta
clasificacion, los foliculos primordiales (tipo I) se caracterizan por un ovocito en reposo,
detenidos en la profase | de la meiosis, y rodeados por un numero limitado (<10) de células de
la granulosa aplanadas. Estos foliculos primordiales constituyen la reserva ovérica, de la que
son reclutados para el desarrollo folicular. Después de la iniciacion del crecimiento, en una
primera fase de crecimiento de células de la granulosa se someten a una transformacion de
aplanadas a cubicas y su numero aumenta. Un foliculo primario (tipo 1) se caracteriza por
una capa completa de células de la granulosa cubicas, y esta rodeado por una lamina basal. En
una segunda fase de crecimiento el nimero de células de la granulosa aumenta ain mas.
Cuando los foliculos contienen al menos 40 células de la granulosa, el ovocito inicia el
crecimiento, evidenciado por un aumento rapido de su didmetro. El crecimiento de los

ovocitos también induce la formacion de una zona pelicida. EI material de la zona pellcida se
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deposita primero en foliculos preantrales pequefios (tipo 1), y el recinto completo del ovocito
se alcanza en la etapa de preantral grande (tipo 1V) (Braw-Tal y Yossefi, 1997). Las células
de la teca se derivan del estroma intersticial, y estan presentes como células individuales en la
lamina basal de los foliculos primarios (Hirshfield, 1991). Las primeras células de la teca
interna se pueden identificar en foliculos preantrales pequefios (tipo 1), pero no se distingue
claramente la teca interna hasta que no se desarrolla el estado de preantral grande (tipo V).
La capa externa de la teca estd densamente vascularizada, y por lo tanto, es capaz de
proporcionar al foliculo su oferta de factores endocrinos. La formacion del antro empieza
cuando los foliculos alcanzan més de 250 celulas de la granulosa. Inicialmente, varios parches
llenos de liquido aparecen en las celulas de la granulosa, cuando estos se unen en una sola
cavidad del foliculo se denomina antral (tipo V) (Smitz y Cortvrindt, 2002) o también
Ilamados foliculos de De Graaf. En estos foliculos, el ovocito ocupa una posicién excéntrica
rodeado de dos o tres capas de células granulosas, que componen el denominado cimulo

ovigero (Dellmann y Eurell, 1998).

Foliculo preantral Foliculos antrales
Foliculo Foliculo
primordial primario Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo
preantral  preantral antral pequefio antral grande
pequeiio grande
Teca
Células Teca externa

granulosas interna

Precursores Lamina . Vaso Corona
dela basal Lamina radiada

Ovocito sanguineo

granujosa basal

Antro ~ Liquido

Figura 3: Principales categorias de foliculos en reposo y en crecimiento. En la parte superior, se
esquematizan los foliculos indicando sus componentes, en la parte inferior se muestran cortes
histol6gicos de los mismos tefiidos con hematoxilina-eosina (Adaptado de Ross y col., 2004).

El estrato granuloso en los foliculos antrales esta rodeado por la teca, que se diferencia
en dos capas: una interior, glandular y vascularizada, Ilamada teca interna, y otra exterior,

formada por tejido conectivo y, en algunos casos, células musculares lisas, denominada teca
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externa. La membrana basal que limita la capa de células de la granulosa de la teca interna se
encuentra muy desarrollada en este estadio. En los grandes foliculos terciarios las células de la
granulosa que rodean intimamente al ovocito se vuelven cilindricas y se disponen radialmente
formando la corona radiada que nutre al ovocito. Estas células permanecen junto al ovocito
incluso después de la ovulacion en la mayoria de las especies (Dellmann y Eurell, 1998).
(figura 3).

Tabla 1: Clasificacién morfoldgica de foliculos ovaricos mas empleada para bovinos (Adaptado de Braw-
Tal y Yossefi, 1997; Aerts y Bols, 2010).

. Didmetro Diametro del Presencia  Presencia
Foliculo Capasde CG N°de CG . .
folicular (um)  ovocito (um) deZP deTI
Primordial
; 1 < 10 planas <40 30 No No
(tipo I)
Primario 10-40
; 1-1.5 L 40-80 31 No No
(tipo 1) cubicas
Preantral pequetio
; 2-3 41-100 81-130 49 No No
(tipo IIT)
Preantral grande -
. . 4-6 101-250 131-250 69 = +
(tipo IV)
Antral
. >6 =250 250-500 93 4 4=
(tipo V)

CG: células de la granulosa, N°: nimero, ZP: zona peldcida, TI: teca interna.
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1.2. FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVINO

El ciclo estral representa el patron ciclico de la actividad ovarica que lleva a las
hembras bovinas a pasar de un periodo no receptivo a uno de receptividad que finalmente
permite el apareamiento y el subsecuente establecimiento de la prefiez (Forde y col., 2011).
Estos patrones son independientes de la estacion del afio, por lo que las hembras bovinas son
consideradas como poliéstricas continuas (Garcia Sacristan, 1995; Hafez y Hafez, 2000). El
comienzo de los ciclos estrales ocurre en el momento de la pubertad, la que ocurre entre los 6-
12 meses de edad, dependiendo de la raza y generalmente a un peso de 200-250 kg. La
duracién normal de un ciclo estral en vacas es de 18-24 dias, y consiste en dos fases: la fase
lutea (14-18 dias) y la fase folicular (4-6 dias). La fase lutea es el periodo que sigue a la
ovulacion y es donde se presenta un CL estructural y funcionalmente completo, mientras la
fase folicular es el periodo que sigue a la lisis del CL (lutedlisis) hasta la ovulacion. Durante
la fase folicular se produce la maduracién final y la ovulacion del foliculo preovulatorio. A su
vez, estas fases se subdividen en proestro (etapa donde se da el crecimiento final del foliculo
preovulatorio), estro (etapa donde se produce el comportamiento estral), metaestro (etapa
donde se produce la ovulacidon) y diestro (etapa donde el CL es funcionalmente competente)
(Forde y col., 2011). Toda esta serie de eventos estan regulados por hormonas provenientes
del hipotdlamo (GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas), hipd6fisis (FSH: hormona
foliculoestimulante, y LH: hormona luteinizante), ovarios (progesterona, estrogeno, ihibina,
entre otras) y utero (PGF2a), las cuales funcionan a través de un sistema de retroalimentacion

positiva y negativa para gobernar el ciclo estral (Forde y col., 2011) (figura 4).

Proestro

Es el tiempo inicial de la fase folicular que comienza con la regresién estructural y
funcional del CL y termina con el inicio del estro. Conforme el CL regresa y las
concentraciones de progesterona disminuyen, van aumentando las concentraciones de
estradiol, que cumple una funcién importante en el aumento del tono uterino (Bonafos y col.,
1995; Hafez y Hafez, 2000).

Estro
Es la dltima fraccion de tiempo de la fase folicular, puede durar 18+/- 6 hs. Durante el
estro, el estradiol alcanza su maxima concentracién circulante y, en forma asociada con la

caida de los niveles de progesterona, se da el inicio del comportamiento sexual receptivo o
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celo. A nivel endocrino, el centro ciclico hipotaldmico recibe el estimulo de los estrégenos y
se produce el pico de GnRH vy, en consecuencia, el pico de LH y FSH. Dicha onda de LH,
precede en aproximadamente 24 - 30 horas a la ovulacion (Roelofs y col., 2005; Forde y col.,
2011).

Metaestro

Es el periodo inmediato a la finalizacion del celo. En este periodo ocurre la ovulacion
en el bovino, a diferencia de otras especies que lo hacen durante el estro, y comienza la
organizacion celular y desarrollo del CL. Se extiende durante 6 dias segun algunos autores
(Fortin, 1989; Callejas, 2001) o 3-4 dias segun otros (Forde y col., 2011). Implica la
luteinizacidn de células foliculares del foliculo dominante anterior, un proceso complejo que
involucra la remodelacién del estroma y vasos sanguineos y transformacion bioquimica de las
células productoras de andrégenos (teca) y estrogenos (granulosa), en células productoras de
progesterona (Niswender y col., 2000).

Diestro

Comienza luego del metaestro y finaliza con la regresion del CL. A través del diestro,
el CL maduro mantiene concentraciones maximas de progesterona mientras las ondas de
crecimiento folicular contintan siendo iniciadas por la liberacién de la FSH. Sin embargo, los
foliculos dominantes que crecen durante esta fase del ciclo no ovulan, debido a la
retroalimentacion negativa de la progesterona sobre la liberacion ciclica de LH (Forde y col.,
2011; Sartori y Barros, 2011). En ausencia de prefiez, la regresién estructural y funcional del
CL ocurre espontaneamente en respuesta a la prostaglandina F2a (PGF2a) durante el final del

diestro, para formar un cuerpo albicans al comienzo del proestro.

1.2.1. Desarrollo folicular: Regulacion endocrina

La foliculogénesis se compone de una compleja serie de eventos interrelacionados y
altamente coordinados, que incluyen reclutamiento de foliculos primordiales, proliferacién de
ceélulas de la granulosa/teca, maduracion de ovocitos, esteroidogénesis y ovulacion (Richards
y Hedin, 1988; McLaughlin y Mclver, 2009). Cada una de estas etapas implica un didlogo
paracrino entre las capas celulares de ovocitos y granulosa/teca, principalmente mediado por
una amplia gama de hormonas y citoquinas (Eppig, 1985, 2001; Richards y Hedin, 1988;
Buccione y col., 1990; Oktay y col., 2000; Skinner, 2005; Su y col., 2008; Wigglesworth y
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col., 2013). La luteinizacion completa el ciclo de vida folicular, proporcionando soporte
hormonal para la implantacién subsiguiente y la prefiez temprana (Devoto y col., 2009;
Oktem y Urman, 2010; Field y col., 2014).

Estro Metaestro Diestro Proestro  Estro

B & o oo’ 6r 6969 69

29 onda de
desarrollo folicular
19 onda de
desarrollo follcular
.. Y
®
...00 2 N ...o e ® e %00 %o
" al
12-18 horas ' 4-5 dias ' 12-14 dias 3-4 dias

Progesterona e Ovulacion

= Estrogenos Cuerpo hemorragico
PGF2a Cuerpo liteo maduro
' Ovario Cuerpo l(teo en proceso de apoptosis
*3 Foliculos reclutados - Cuerpo albicans
Foliculo atrésico ‘ Foliculo ovulatorio

Figura 4: Diagrama del ciclo estral bovino mostrando los niveles hormonales en cada una de las etapas de
las fases folicular y luteal (Adaptado de Gasque Gdémez, R. (2008) Enciclopedia bovina. Facultad de
medicina veterinaria y zootecnia. UNAM).

En el feto bovino hembra, se produce la formacién de los foliculos primordiales
aproximadamente en el dia 140 de la gestacion (Russe, 1983). El reclutamiento inicial de
foliculos comienza inmediatamente después de su creacion, y continta sin interrupcion hasta

el agotamiento de la reserva ovarica. Incluso durante la vida fetal se desarrollan foliculos
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antrales, y en la vaca los primeros foliculos antrales pueden ser identificados alrededor del dia
230 de gestacion (Russe, 1983). El desarrollo de foliculo primordial a foliculo preovulatorio
es un evento prolongado, estimado en 180 dias en la vaca (Lussier y col., 1987). Se ha
establecido que el desarrollo de los foliculos antrales requiere un promedio de 42 dias en la
vaca, o0 el equivalente a dos periodos de celo, por lo tanto, es en el estadio preantral donde
permanece por méas tiempo durante el desarrollo folicular. La activacion continua de foliculos
primordiales tiene un marcado contraste con el reclutamiento ciclico de foliculos antrales
durante el celo. Como resultado de la iniciacion incesante de foliculos primordiales, el
conjunto de foliculos antrales que forman la cohorte de foliculos en crecimiento es lo
suficientemente grande con cada aumento de FSH durante el estro (Aerts y Bols, 2010a).
Segun Braw-Tal (2002), la activacién del crecimiento folicular se puede subdividir en dos
fases. En la primera fase, las células de la granulosa se someten a una transformacion de
planas a cubicas. La segunda fase de crecimiento estd dominada por la proliferacion de las
células de la granulosa, y por la expansion de volumen del ovocito. En las vacas, el comienzo
del crecimiento del ovocito ocurre en foliculos con al menos 40 células de la granulosa en la
seccidn transversal mayor (Braw-Tal, 2002; Aerts y Bols, 2010a).

El proceso reproductivo de los mamiferos estd regulado por una cascada compleja, a
través de la combinacion de actividades del sistema nervioso central (SNC), ciertos tejidos
secretores, tejidos diana y varias hormonas. EI SNC recibe informacion del entorno del animal
(estimulos visuales, olfativos, auditivos, y tactiles) y transmite la informacion relevante para
la reproduccion a las génadas mediante el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario-Utero (Hafez y
Hafez, 2000; Callejas, 2001).

En una hipotesis aceptada por diversos investigadores (Picton y col., 1998; Fortune,
2003), la regulacion del crecimiento del foliculo en la primera fase se basa en un delicado
equilibrio entre las sefiales locales inhibidoras y estimulantes. Cuando, por razones adn
desconocidas, las sefiales de activacion adquieren predominio, multiples foliculos
primordiales inician el crecimiento. En la segunda fase, el foliculo activado comienza a
funcionar como una unidad auténoma. El ovocito produce dos factores que estimulan de
manera autocrina su crecimiento: el factor de crecimiento diferencial (GDF) 9 y proteina
morfogenética 6sea (BMP) 15. Por su parte, las células de la granulosa secretan kit ligando
(Braw-Tal, 2002; Aerts y Bols, 2010a).

El sistema hipotadlamo-hipofisario-ovarico coordina el proceso que destina a un
foliculo a ovular mediante el control del ciclo estral (Hillier, 2001). La hormona que regula la

funcién reproductiva es un decapéptido denominado GnRH, la cual es sintetizada en nucleos
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neurales del hipotalamo y luego transportada a través de sus axones terminales a la eminencia
media hipotaldmica, para ingresar a la circulacion portal y ser liberada en la adenohipofisis.
La GnRH actla sobre las células gonadotropas de la hipofisis anterior, que son las encargadas
de sintetizar la LH y la FSH, vy, tras su unién a receptores de alta afinidad expuestos en la
membrana, estimula la liberacién de estas gonadotrofinas. Es indispensable que su secrecién
se dé en forma pulsétil, para la secrecion normal de gonadotrofinas hipofisarias (Hillier,
2001).

La FSH estimula el crecimiento de los foliculos ovéricos y la sintesis de estrogenos a
través de receptores presentes en la membrana de las células de la teca y de la granulosa. La
LH promueve la diferenciacion de las células de la granulosa, la expulsién del ovocito y la
consecuente formacion del CL luego de la ovulacion (Geneser, 2005). Tanto la FSH como la
LH son secretadas a la circulacién en forma de pulsos y picos, y son reguladas por dos
sistemas: el tonico o generador de pulsos de la GnRH, y el ciclico o generador del pico
preovulatorio de GnRH (Hafez y Hafez, 2000; Callejas, 2001; Hillier, 2001; Geneser, 2005).
El primero, produce el nivel basal circulante, siempre presente, de hormonas hipofisarias, las
cuales promueven el desarrollo de los elementos germinales y endocrinos de las gonadas. El
segundo, opera agudamente, siendo evidente por sélo 12 a 24 horas en cada uno de los ciclos
reproductivos de la hembra. EI modo ciclico tiene por funcion desencadenar el pico
preovulatorio de LH y, en consecuencia, la ovulacién (Hillier, 2001; Geneser, 2005).

Ademas de requerir la pulsatilidad de GnRH, existe una regulacion de parte de las
hormonas ovéricas tanto en la hipofisis como en el hipotalamo. Las concentraciones ténicas
de FSH y de LH son controladas por retroalimentacién endocrina negativa desde las génadas.
La frecuencia y amplitud de los pulsos de FSH y LH estan influenciadas por las
concentraciones circulantes de progesterona y estradiol. El principal efecto del estradiol es
inhibir la liberacion de FSH hipofisaria, conjuntamente con otros factores como IGFs,
inhibina y foliculostatina, que producen los foliculos antrales y sinergizan el efecto del
estradiol (Wiltbank y col., 2002; Adams y col., 2008; Ortega y col., 2008; Rey y col., 2010;
Rodriguez y col., 2015). La respuesta diferencial al mismo ambiente de FSH parece ser
fundamental en la seleccion del foliculo dominante y en la regresion de los foliculos
subordinados.

En ausencia de gonadotrofinas, los foliculos pueden desarrollarse hasta las etapas
preantrales finales o estadios antrales tempranos (Roche, 1996; Knight y Glister, 2001). La
dependencia a FSH del foliculo parece coincidir con la diferenciacion de células de la

granulosa en dos subtipos (las que dan origen al cimulo y las murales), y por lo tanto, la
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formacion de antro (Richards, 2001). A pesar de que los foliculos pre-antrales pueden
desarrollarse independientemente de la disponibilidad de FSH, los receptores de FSH ya estan
presentes en las células de la granulosa de foliculos primarios (Oktay y col., 1997; Findlay y
Drummond, 1999). Por tanto, es concebible que el desarrollo 6ptimo de los foliculos pre-
antrales se alcanza sélo en la presencia de gonadotrofinas (Cortvrindt y col., 1997) (figura 5).
La importancia de las gonadotrofinas en la cascada de eventos de desarrollo folicular se
complica aun mas por la produccion y secrecion de factores moduladores de la actividad de
las gonadotrofinas a nivel celular. Estos factores moduladores locales incluyen la familia del
factor de crecimiento transformante [ (por ejemplo, inhibina y activina), y factor de
crecimiento similar a insulina-1 (IGF1). La inhibina y la activina son a la vez secretadas por
células de la granulosa. En cooperacién con estradiol, inhibina funciona como un supresor de
la FSH a través de un sistema de retroalimentacion negativa en la glandula pituitaria.
Localmente la inhibina actla sensibilizando las células de la teca a la LH, causando un
aumento de la produccion de andrégenos. La activina estimula la proliferacion de las células
de la granulosa, la expresion del receptor de FSH, y la produccion de estrogenos (Knight y
Glister, 2001). El IGF1 tiene un efecto sinérgico sobre la actividad de las gonadotrofinas
(Armstrong y col., 2000; Aerts y Bols, 2010a).

I Gonadotrofina-independiente | Gonadotrofina-no dependiente ] Gonadotrofina-dependiente J

Primordial Primario Pre-antral Antral Cuerpo luteo
26 @)@

Figura 5: Progresion folicular a través de las sucesivas etapas de desarrollo y su respuesta a las
gonadotrofinas hipofisarias. (Adaptado de Knight y Glister, 2006).

La FSH, como se menciond anteriormente, tiene una funcién importante en el inicio
de la formacion de la cavidad antral. Los foliculos preantrales en su etapa tardia asi como los
foliculos antrales tempranos, expresan receptores para dicha hormona (FSHR). Esta
gonadotrofina, estimula la mitosis de las células de la granulosa, la formacion del LF y la
actividad esteroidogénica del foliculo maduro. Estos eventos responden a cambios en los
patrones de expresion de los receptores de gonadotrofinas (LHR y FSHR) como de enzimas
esteroidogénicas (citocromo P450 aromatasa, 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa) que

ocurren en este estadio del desarrollo folicular y en cada uno de los estratos celulares que
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integran los foliculos (Bao y Garverick, 1998; Webb y col., 1999; Zurvarra y col., 2009;
Pretheeban y col., 2010; Alfaro y col., 2012). Por otro lado, las concentraciones sericas
basales de LH, interaccionan con los receptores gonadotroficos presentes en las células de la
teca interna de los foliculos antrales y estimulan la produccién de androgenos y bajas
cncentraciones de estrogenos (principalmente 17p-estradiol). Estos andrégenos son secretados
a los capilares o bien atraviesan la ld&mina basal para alcanzar la capa de células de la
granulosa donde se produce su aromatizacion por accion de las enzimas esteroidogénicas
(figura 6). Al mismo tiempo, conforme avanza el desarrollo del foliculo dominante, los
niveles basales de LH acttan conjuntamente con la FSH en la estimulacion de la secrecién de
estrogenos, dada la presencia de receptores de LH en las células de la granulosa de foliculos
maduros (Bodensteiner y col., 1996; Robert y col., 2003). EI aumento en el nimero total de
receptores de LH en el foliculo maduro, lo hacen sensible a las altas concentraciones de LH
de la onda preovulatoria, al mismo tiempo que lo preparan para el proceso de luteinizacion
posterior a la ovulacion (Jolly y col., 1994; Mihm y Austin, 2002; Wiltbank y col., 2002). El
aumento en la concentracion de estrogenos circulantes debido a la marcada actividad
esteroidogénica del foliculo dominante, tiene un efecto de retroalimentacion positiva en el
centro ciclico del hipotalamo. Esto induce una onda repentina de liberacion de GnRH, que se
acompafa por la onda preovulatoria de LH y FSH. Ocurrida la ovulacion, el foliculo se retrae,
dado que la presion del LF se reduce y mediante un notable plegamiento de la pared folicular,
se forma lo que se conoce como cuerpo hemorragico. Las células de la granulosa aumentan de
tamanio, se multiplican bajo el influjo de la LH, y contribuyen a formar la poblacion de células
luteinicas grandes del CL. Las células de la teca interna, también contribuyen a la formacion
del mismo. La LH hace que las células de la granulosa y de la teca se conviertan en células
luteas (por hipertrofia e hiperplasia de las mismas) y produzcan progesterona, hormona
necesaria para mantener la gestacion. En la vaca, el CL esta totalmente desarrollado y
vascularizado a los nueve dias de la ovulacion, pero continta creciendo hasta el duodécimo
dia, al alcanzar un diametro aproximado de 25 mm. La progesterona producida en altas
concentraciones por dicha glandula, es esencial para el mantenimiento de la prefiez temprana,
inhibe la produccion de gonadotrofinas a nivel hipotalamo-hipofisario, controlando mediante
el sistema de retroalimentacion, los niveles de LH (Day y Anderson, 1998).

Finalmente, y considerado por ciertos autores como una parte mas que se agrega al eje
hipotalamo-hipofisis-gonada, se encuentra el Utero, que es el responsable de la secrecién de
prostaglandina F2a (PGF2a), (Shemesh y col., 1997; Callejas, 2001; Schillo, 2008). Esta

hormona, secretada en forma pulsatil, interviene en la regulacion neuroendocrina del ciclo
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estral a través de su efecto luteolitico, y permite el inicio de un nuevo ciclo estral en ausencia
de fertilizacion (Hafez y Hafez, 2000; Callejas, 2001; Ungerfeld, 2002, Adams y col., 2008)
(figura 7).

Aromatasa
S

Figura 6: Dos gonadotrofinas, dos células, mecanismo de la biosintesis de estrégenos (Adaptado de Baskind
y Balen, 2016).

1.2.2. Factores reguladores autocrinos y paracrinos

Es ampliamente reconocido que FSH y LH regulan tanto las funciones ovéaricas como
testiculares. Sin embargo, es dificil explicar los procesos reproductivos como la
foliculogénesis, la seleccion de foliculos ovulatorios y atrésicos, y la maduracién del ovocito
solo con base en los cambios en las concentraciones de gonadotrofinas (Hafez y Hafez, 2000).

En los estadios foliculares tempranos, las gonadotrofinas parecen no ser un pre-
requisito definitivo para el desarrollo folicular (Campbell y col., 2003; Webb y col., 2003;
Hunter y col., 2004). En ese momento del desarrollo, son los factores locales los que regulan
el proceso de foliculogénesis. Los foliculos primordiales permanecen en una fase latente hasta
ser reclutados en la primera etapa de crecimiento y convertirse en primarios.
Tradicionalmente se ha propuesto que en lugar de una sola via de sefializacion, una orquesta
multidireccional de comunicacién entre los ovocitos y células somaticas (células de la
granulosa y de la teca) conjuntamente con ciertos componentes de la matriz extracelular y
factores de crecimiento, actian en forma autocrina y paracrina, ejerciendo una accion

relevante en esta transicion y posterior crecimiento folicular (Oktay y col., 1997, 2000; Eppig,
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2001; Skinner, 2005). Sin embargo, estudios recientes demostraron que existen sefiales
inhibitorias capaces de mantener a los foliculos primordiales en estado latente, evitando su
activacion. La pérdida de alguna de las moléculas inhibitorias, tales como la hormona anti-
mulleriana (AMH), conduce a la prematura activacion del pool de foliculos primordiales y el
agotamiento de la reserva folicular (Castrillon y col., 2003; Reddy y col., 2008; Adhikari y
col., 2010; Oktem y Urman, 2010).

Los factores autocrinos y paracrinos involucrados en el desarrollo y diferenciacion
folicular incluyen a proteinas y hormonas (Hussein, 2005; Skinner, 2005; Song y Wessel,
2005; Van der Hurk y Zhao, 2005; Pangas y Rajkovic, 2006; Palma, 2008). Dentro de ellos,
se puede citar a las neutropinas (NTs) que son miembros de la familia de los factores de
crecimiento neuronales (NGF del inglés, neuronal growth factor), el Kit ligando (KL del
inglés, kit ligand), el factor de crecimiento epidermal (EGF del inglés, epidermal growth
factor), el factor de crecimiento transformante-alfa (TGF-a del inglés, transforming growth
factor-a), el factor de crecimiento del queratinocitos (KGF del inglés, keratinocite growth
factor; también conocido como factor de crecimiento fibrobastico-7, FGF-7), el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF del inglés, basic fibroblast growth factor; también
conocido como FGF-2), el factor inhibidor de la leucemia (LIF del inglés, leukemia inhibitory
factor), el IGF1 con sus receptores y moduladores, y todos los miembros de la superfamilia
del TGF-B. Otras proteinas involucradas en el desarrollo y la diferenciacién folicular son las
interleuquinas y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a del inglés, tumor necrosis factor-
a), estas proteinas son el objeto de estudio de esta tesis y seran abordadas en detalle en el
apartado siguiente. La produccion de citoquinas, su acumulacion en el LF y su influencia en
algunos procesos ovaricos (Richards y Pangas, 2010; Qiao y Feng, 2011) sugiere que las
citoquinas pueden ser importantes reguladores autocrinos, paracrinos y endocrinos de las

funciones ovaricas (Sirotkin, 2011).
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Figura 7: Esquema de los principales mecanismos de regulacién endocrina del eje hipotdlamo hipdfisis
gonadal. GnRH: hormona liberadora de gonadotrofinas. FSH: hormona foliculoestimulante. LH: hormona
luteinizante (Adaptado de Baskind y Balen, 2016).
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1.2.3. Dinéamica folicular: Patron de ondas

Los ciclos del bovino se presentan tipicamente con dos o tres ondas de crecimiento, a
pesar de que los ciclos con una o cuatro ondas también han sido observados (De Rensis y
Peters, 1999). Ciclos cortos con una sola onda de crecimiento aparecen mas cominmente en
posparto (Savio y col., 1990) y durante la pubertad (Evans y col., 1994).

La primera onda de crecimiento del ciclo emerge en el dia de la ovulacion (D0). En un
patrén de dos ondas, la onda siguiente se produce en 9-10 dias; en un patron de tres ondas las
préximas ondas se producen en 8-9 y 15-16 dias (De Rensis y Peters, 1999; Mapletoft y col.,
2002). En consecuencia, las ondas de crecimiento se desarrollan tanto durante la fase folicular
y la fase lutea del ciclo estral.

La duracion del ciclo estral en vacas con dos ondas de crecimiento es en promedio de
21 dias, y de 23 dias en los animales con tres ondas de crecimiento (Pierson y Ginther, 1987;
Sirois y Fortune, 1988).

Cada onda de crecimiento se puede subdividir en una fase de reclutamiento, seleccion
y dominancia. En la figura 8 se representa graficamente un patron tipico de desarrollo

folicular de tres ondas.

Reclutamiento

Existen dos tipos de reclutamiento, el inicial y el ciclico. El reclutamiento inicial se da
de una forma continua y empieza en el preciso momento en que se han formado los foliculos,
casi inmediatamente después del nacimiento y es el responsable de que los foliculos
primordiales salgan de su estado de reposo y comiencen una etapa de crecimiento. Durante el
reclutamiento inicial, factores intraovaricos u otros factores desconocidos, estimulan a un
grupo de foliculos primordiales a iniciar el crecimiento, mientras el resto permanece
senescente durante meses o0 afos. Este proceso podria deberse a la liberacion de estimulos
inhibitorios que hasta ese momento mantenian a los foliculos en reposo (McGee y Hsueh,
2000). El reclutamiento ciclico, en cambio, comienza antes de la llegada a la pubertad como
resultado de un aumento en los niveles de FSH circulante de manera transitoria (Mihm y
Austin, 2002; Espinoza-Villavicencio y col., 2007). Esto permite que una cohorte de foliculos
en crecimiento sea rescatada del proceso de atresia (McGee y Hsueh, 2000), e implica el
desarrollo sincrénico de un grupo de foliculos antrales (tipicamente 5-10 foliculos segun
Aerts y Bols, 2010b; y 8-41 foliculos segin Adams y col., 2008), identificables por

ultrasonografia a partir de los 4 mm, que ocurre al mismo tiempo en los dos ovarios (Ginther
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y col., 1989). La “ventana de reclutamiento” o sea el momento de la emergencia folicular, es
de 2 dias en el bovino. La regresion del foliculo dominante de una onda de crecimiento o la
ovulacion al final de un ciclo estral, provoca un aumento transitorio en las concentraciones
circulantes de FSH. Esto se debe a que la pérdida del foliculo dominante es acompafiada por
la disminucion de los niveles de hormonas sintetizadas por el foliculo, tales como estrogeno e
inhibina, que conducen a través de un sistema de retroalimentacion negativa, al aumento de la
secrecion hipofisaria de FSH. En consecuencia, la FSH es la principal responsable del
reclutamiento de un nueva cohorte de foliculos antrales durante el ciclo estral (Aerts y Bols,
2010b).

Diametro
folicular
A A (mm)

Inicio de la 2 Inicio de la 3

onda de crecimiento onda de crecimiento

o
® 0,00,

R@ (X J
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Figura 8: Reclutamiento, seleccién y dominancia en un patrdn de tres ondas de crecimiento folicular durante
el ciclo estral bovino. P: Foliculo primordial, reserva ovarica. R: Reclutamiento. S: Seleccién. D:
Dominancia. A: Apoptosis. Ov: Ovulacién. (Adaptado de Aerts y Bols 2010b).

Seleccion

Durante cada ciclo estral, los foliculos reclutados se someten a un proceso de
seleccion, mediante el cual en las especies monovulares - tales como las vacas - normalmente
un unico foliculo se desarrolla en un foliculo dominante, mientras los demas foliculos de la
onda regresan (subordinados). La seleccién folicular ocurre al final de la fase comdn de
crecimiento (Ginther y col., 2000).

El ascenso transitorio de FSH responsable de la iniciacion de una onda de crecimiento
folicular alcanza su pico cuando los foliculos bovinos més grandes alcanzan un diametro de 4-
5 mm, y después disminuye (Kulick y col., 1999). Los niveles maximos de FSH en la primera
onda de crecimiento del ciclo se alcanzan normalmente 28 horas posteriores al inicio del estro

(Mihm y Austin, 2002). La produccion y secrecion de estradiol e inhibina por los foliculos en
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crecimiento resulta en la supresion de la liberacién de FSH, a pesar de que estos foliculos
siguen dependiendo de FSH para su continuo crecimiento. En los bovinos, los experimentos
han revelado que los foliculos con un didmetro de 3 mm no suprimen la secrecion de FSH,
pero adquieren la capacidad de suprimir la secrecion de FSH cuando el foliculo alcanza un
didmetro de 5 mm (Gibbons y col., 1999).

Dominancia

El foliculo dominante de la primera onda sera anovulatorio, porque se desarrolla
durante la fase luteal, y tiene una fase de crecimiento (dias 0 a 6), una fase estatica (dias 6 a
12) y una fase de regresion (dia 12 en adelante). Los foliculos subordinados en cada onda
incrementan su tamario, hasta alcanzar un didmetro maximo de 8 mm, 3 dias posteriores a la
emergencia de la onda, luego tienen una pequefa fase estatica y regresan (B6 y Caccia, 2002).
Cuando el foliculo de mayor tamafio de la segunda onda, después de aproximadamente 3 dias
de crecimiento, alcanza un didmetro de 8,5 mm en promedio, ocurre una diferenciacién entre
el futuro foliculo dominante y los foliculos subordinados restantes. Este momento decisivo se
denomina “desviacion” (Ginther y col. 1997, 1998, 1999; Beg y Ginther, 2006). Antes de la
desviacion todos los foliculos en crecimiento tienen la capacidad de convertirse en foliculo
dominante; ocurrida la desviacion del foliculo de mayor tamafio, se convierte en un foliculo
dominante, mientras que los otros regresan. El foliculo dominante se transforma rapidamente
en el inhibidor primario de la secrecion de FSH, pero es capaz de continuar su crecimiento a
pesar de los niveles basales de FSH. Las bajas concentraciones de FSH tienen la ventaja de
impedir el surgimiento de una nueva cohorte de foliculos en crecimiento. Esta diferenciacion
es generalmente un evento muy brusco (Ginther y col. 1997), mediante el cual el foliculo
dominante en un periodo critico de alrededor de 8 horas de ser destinado a la desviacién
suprime la FSH, y por lo tanto provoca atresia de los foliculos antrales restantes (Ginther y
col., 2000). La relacion entre los foliculos y FSH es descrito por Ginther y col. (2000, 2001)
como un acoplamiento funcional de dos vias. Durante la seleccion, existe un acoplamiento
FSH-foliculo, mediante el cual los foliculos en crecimiento inhiben la secrecién de FSH
mediante la produccién de estradiol e inhibina, mientras que son aun dependientes de FSH
para su propio crecimiento. Al inicio de la desviacion, la relacion cambia a un dnico
acoplamiento foliculo-FSH, proporcionando niveles restringidos de FSH que permiten que
solo el futuro foliculo dominante prospere. Es generalmente aceptado que la LH realiza un
papel clave durante la fase de dominio. En los foliculos de la especie bovina, en general, los

receptores de LH aparecen cuando el foliculo ha adquirido 8 mm de diametro. Se supone que
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el foliculo dominante experimenta una transicion en la dependencia de la gonadotrofina FSH
a LH (Mihm y col., 2006), por lo que es capaz de sobrevivir y madurar a pesar de los bajos
niveles circulantes de FSH. Durante la etapa de dominancia, los cambios funcionales del
foliculo dominante, tales como una disminucion de la relacion intrafolicular de estradiol:
progesterona (Mihm y col. 2006), estan dirigidos a la preparacion para la ovulacion. El efecto
de la GnRH esta determinado por su frecuencia de pulso: frecuencias rapidas promueven la
liberacion de LH y frecuencias lentas promueven la liberacion de FSH (Wildt y col., 1981;
Nicol y col., 2008). La progesterona inhibe de forma aguda la frecuencia del pulso de GnRH,
y es considerado como el efector principal de LH (Bergfeld y col., 1996; McCartney y col.,
2007). El efecto de retroalimentacion del estradiol sobre la secrecién de gonadotrofina es en
funcién de un nivel de umbral: a concentraciones plasmaticas por debajo del umbral, el
estradiol ejerce un efecto de retroalimentacion negativa; encima del umbral ejerce un efecto
de retroalimentacion positiva (Bouchard y col., 1988; Svensson, 2000; Wiltbank y col., 2002).
Por lo tanto el aumento de las concentraciones de estradiol periféricas afecta positivamente la
frecuencia del pulso de GnRH, resultando en la secrecién elevada de LH. En ausencia de un
CL funcional, la accion de la LH, inducira la ovulacién y la luteinizacién. Por su parte, la
sintesis de estradiol folicular también es influenciada por LH y FSH. La produccion de los
receptores de androgenos en las células de la teca es estimulada por LH. Estos andrégenos son
posteriormente aromatizados en las células de la granulosa a estradiol por la aromatasa, cuya
expresion es estimulada por FSH (Fortune, 1994). La produccion de 17p-estradiol (E2), sin
embargo, no parece ser una caracteristica clave en el mecanismo de seleccion del foliculo, y
las concentraciones varian de acuerdo con el estado fisiol6gico de la vaca. Concentraciones de
E2 bajas son tipicas de los foliculos en desarrollo posparto, concentraciones moderadas de
foliculos en la primera onda de crecimiento y altas concentraciones de foliculos en desarrollo

en la fase folicular del ciclo estral (Driancourt, 2001) (figura 9).

Atresia folicular

Como consecuencia de que Unicamente un pequefio porcentaje de los ovocitos
potenciales son liberados por el ovario en cada ovulacion, la mayoria de los foliculos
experimentan regresion en algin momento de su desarrollo. Esta regresion recibe el nombre
de atresia folicular, y puede ocurrir en cualquiera de las etapas del crecimiento folicular
(Hsueh y col., 1994; Quirk y col., 2004). Se caracteriza por cambios degenerativos no
inflamatorios que llevan a la pérdida del ovocito y células de la granulosa. Si bien la atresia es

un evento que culmina en la muerte de las células involucradas, también se trata de un
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proceso celular activo donde ocurren la reabsorcion de los foliculos como producto de la
infiltracion de macrofagos y la fagocitosis; la migracion de fibroblastos tecales y la
produccién de coladgeno (Martin, 1997; Schultz y Wysocki, 2009; Rodgers e Irving-Rodgers,
2010).

Ovulacion Ovulacioén
Estrogeno — -
<O> ceevcce: FSH : L PR p— LH ‘< >

r' ) O s 2 QO ' 4
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Figura 9: Esquema de las concentraciones hormonales y la dindmica de crecimiento folicular durante el ciclo
estral bovino. FSH: hormona foliculoestimulante. LH: hormona luteinizante. PGF2a: prostaglandina F2a.
(Adaptado de Rippe, 2009).

1.2.4. Maduracion, funcion del cuerpo lateo y ovulacion

Aquellos foliculos antrales que han alcanzado los estadios finales de crecimiento y
maduracion y han adquirido la capacidad para ovular ante los adecuados niveles de LH se
denominan foliculos preovulatorios. Estos foliculos se caracterizan por una baja tasa mitética
de las células foliculares y una alta relacion estrogenos/andrdgenos y estrégenos/progesterona
en el LF. El foliculo ovulatorio maduro alcanza un tamafio aproximado de 17 mm en la vaca y
cuando se encuentra desarrollado al maximo, sobresale de la superficie del ovario. Una serie
de eventos debe ocurrir para que se produzca la ovulacion. La pared folicular se adelgaza, se
producen pequefias hemorragias en la misma y se hace transparente en el lugar de la ruptura
folicular, el estigma. Los cambios en la pared folicular que preceden a su ruptura estan
causados por la liberacién de colagenasas que causan la digestion de la pared folicular y su
distension en el estigma. Este proceso de digestion también ocasiona la liberacion de
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proteinas que provocan una respuesta inflamatoria con infiltracion leucocitaria y liberacion de
histamina. Todos estos procesos degradan el tejido conjuntivo de la pared folicular y los
componentes del cumulo ovigero de tal manera que el foliculo, finalmente se rompe en el
estigma y el ovocito es liberado (figura 3) (Dellmann y Eurell, 1998). En los mamiferos los
pulsos de LH preovulatorios son determinantes para la maduracion folicular y la ovulacion.
En respuesta a la oleada de LH a mitad de ciclo, las prostaglandinas de la serie E son
producidas por el foliculo, y son cruciales para el éxito de la ruptura del foliculo y la
liberacion del ovocito en el espacio periovarico (Filion y col., 2001). Ademas, se presume que
la LH estimula y prepara células de la granulosa y la teca para la luteinizacion (Smith y col.,
1994). Las células del cimulo ovigero comienzan la sintesis de &cido hialurénico, lo cual
permite la expansion del mismo a través de la ampliacion del espacio entre las células de la
granulosa (Eppig, 2001). Los pulsos de LH episddicos son necesarios para la formacion de
CL en las vacas, pero no se requieren para el mantenimiento de la funcién lGtea. Las
frecuencias pulsétiles tipicas de LH durante el ciclo estral bovino son: 9-16 pulsos/24 horas en
la fase lGtea temprana; 6 pulsos/24 horas en la fase lutea media; y 14-24 pulsos/24 horas
durante la fase folicular (Cupp y col., 1995; Ginther y col., 1998; Mihm y Austin, 2002). El
primer foliculo dominante del ciclo generalmente surge mientras el CL sigue activo. A través
de la secrecion de progesterona, el CL afecta negativamente la frecuencia de pulsos de LH,
resultando en una frecuencia de pulso inferior a la mitad de la fase lutea y atresia el foliculo
dominante dependiente de LH. La lutedlisis durante la fase de dominancia del segundo
foliculo dominante, dara lugar a la ovulacion de este foliculo. Sin embargo, si el CL
permanece activo, la secrecion de progesterona y la supresiéon de LH subsiguiente causaran la
regresion del segundo foliculo dominante. El foliculo dominante sélo se beneficiard del
aumento de frecuencias de los pulsos LH en la fase folicular, que promoveran la maduracion
y, finalmente, la ovulacién (Mihm y Austin, 2002).

Luego de la ovulacion, las capas foliculares se reorganizan para convertirse en el
cuerpo hemorragico en un principio y luego en el CL. Los capilares y los fibroblastos del
estroma circundante proliferan y penetran la membrana basal. EI CL es una glandula
endocrina transitoria formada por las células foliculares remanentes del foliculo que ha sido
ovulado. Su principal funcion es secretar progesterona, la cual tiene numerosas funciones,
entre ellas, el acondicionamiento del Utero para el periodo de prefiez y la regulacion de las
contracciones del oviducto para el transporte del 6vulo hacia el Gtero (Dellmann y Eurell,
1998).
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1.2.5. Laovulacion: proceso inflamatorio

Hasta hace poco tiempo se asumia que la ovulacion era un proceso relativamente
simple, que involucraba a un pequefio nimero de factores reguladores, activados por el pico
preovulatorio de LH. Esto se basaba en los pocos cambios metabdlicos necesarios para activar
a las enzimas proteoliticas que degradan el area més apical del foliculo ovulatorio (estigma).
Sin embargo, los nuevos métodos para el estudio de expresion génica, han permitido
relacionar a mas de 100 genes con el proceso de ovulacion y la mayoria de estos han sido
asociados directa o indirectamente con reacciones inflamatorias agudas en los siguientes
procesos fundamentales: 1) elementos de respuesta temprana que inician la reaccion
inflamatoria; 2) eventos proinflamatorios que llevan a la degradacion proteolitica de la pared
folicular; 3) antiinflamatorios endégenos que promueven la cicatrizacion y reparacion de las
areas afectadas del ovario; y 4) proteccion del tejido frente al estrés oxidativo generado
localmente durante el proceso ovulatorio. En la actualidad, numerosas evidencias
experimentales refuerzan la hipotesis de que la ovulacién es un proceso inflamatorio agudo,
incluyendo el hecho de que determinados agentes antiinflamatorios que afectan la respuesta
aguda, tales como la indometacina, son capaces de bloguear la ovulacion, mientras que otras
drogas antiinflamatorias que tienen efecto sobre procesos inflamatorios crénicos, como la
dexametasona, no tienen efecto sobre la misma (Espey, 1994; Espey y col., 2004).

La ovulacion implica la remodelacion activa de la matriz extracelular para facilitar la
ruptura del foliculo antes de la luteinizacion, vasomocion microcirculatoria (oscilacion del
masculo liso de los vasos sanguineos intraovaricos), formacién de un area avascular en el
apice folicular y extrusion del complejo ovocito-cimulo (Zackrisson y col., 2011). Este
proceso se considera un evento inflamatorio, mediado por citoquinas, asociado con
marcadores citoldgicos bien conocidos, tales como una afluencia de leucocitos, que son
potencialmente derivados del bazo (Bukulmez y Arici, 2000; Richards y col., 2008; Oakley y
col. 2010, Richards y Pangas, 2010). Estos leucocitos (que comprenden linfocitos,
granulocitos y macrofagos) promueven la ovulacion a través de su secrecion de una serie de
proteasas y agentes vasoactivos (Brénnstrom y Enskog, 2002; Oakley y col., 2010). Los
macrofagos realizan una serie de funciones durante la ovulacion, incluyendo la secrecion de
las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) que median la remodelacion de la matriz
extracelular (Curry y Osteen, 2003; Parks y col., 2004) y la fagocitosis de las células de la
granulosa atrésicas (Duncan, 2000; Penny, 2000; Pate y Landis Keyes, 2001). Los linfocitos
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también contribuyen a la funcion folicular a través de la produccion selectiva de una serie de
citoquinas (Bukulmez y Arici, 2000; Field y col., 2014).

La llamada cascada inflamatoria consiste en la activacion de agentes que median y
moderan el proceso inflamatorio mediante una accion directa e indirecta sobre el tejido
afectado. Colectivamente los eventos bioquimicos provocan la vasodilatacién, hiperemia,
exudacion, edema, colagenolisis, proliferacion celular y remodelacion en el tejido. Durante las
ultimas décadas, un gran ndmero de moléculas cominmente asociadas a la cascada
inflamatoria ha sido estudiado en el tejido ovarico (Espey y col., 2004).

Como ya hemos mencionado, el proceso ovulatorio en mamiferos se ha caracterizado
como una reaccion inflamatoria aguda (Espey, 1980; Espey, 1994). Por lo tanto, la ovulacién
(es decir, la rotura folicular) es un fendmeno morfologico distinto que se produce durante la
transformacion de un foliculo ovéarico en un CL (Espey, 1999). Los cambios que se producen
en el tejido en el sitio de ruptura son de naturaleza fisiopatoldgica, ya que requieren una
disrupcion aguda de las capas densas de los tejidos conjuntivos ricos en coladgeno que
consisten en la teca externa alrededor de los foliculos individuales y la tunica albuginea que
encapsula todo el ovario (Espey, 1994). El dafio local incluye hemorragia en la proximidad de
la lesion en la superficie del ovario. Sin embargo, los cambios estructurales no se limitan
Unicamente al &rea que se rompe en la superficie folicular. El proceso ovulatorio afecta a todo
el estrato granuloso y a la teca interna adyacente (Espey, 1994) y en consecuencia, cada
porcion de las dos capas mas internas de la pared del foliculo se transforman en tejido luteal
activo. Esto no deberia ser sorprendente, porque los receptores LH que responden al estimulo
ovulatorio estan distribuidos tanto en las células de la granulosa como en las de la teca interna
(Espey y col., 2004).

Concomitante con la cascada inflamatoria, hay un grupo de genes que producen
proteinas especificas para contrarrestar el estrés oxidativo que se genera en los tejidos
inflamados, y estos genes “protectores™ se representan como un componente separado, pero
integral, de la reaccion inflamatoria ovarica. Las reacciones inflamatorias se componen de
elementos proinflamatorios que causan dafio tisular como parte de un mecanismo de defensa
natural y elementos antiinflamatorios que son responsables de la reparacion secuencial y la
curacion del tejido dafado (Espey y col., 2004).

Las respuestas inflamatorias se asocian con el desarrollo local de estrés oxidativo en el
tejido afectado (Li y Jackson, 2002; Holmes-McNary, 2002). Como componente de las
respuestas inflamatorias de los mamiferos, las especies reactivas de oxigeno (ROS), junto con

las especies reactivas de nitrégeno (RNS), se generan especialmente en la vecindad de la
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mitocondria hipdxica o reoxigenada (Davies, 1995; Mills y Higgins, 1997; Li y Jackson,
2002; Melov, 2002). Los superoxidos, y otras especies oxigeno reactivas, incluyendo 02",
OH" y H,0,, contribuyen a la lesion celular local mediante la liberacion de proteasas y
eicosanoides (Mills y Higgins, 1997), la secrecion de citoquinas y quimioquinas
proinflamatorias (Bautista, 2001) y el reclutamiento de leucocitos en el tejido afectado
(Laroux y col., 2001). Para prevenir la necrosis excesiva y la apoptosis en el area (y
especialmente en las células endoteliales altamente sensibles), la cascada inflamatoria incluye
la activacion de genes para minimizar las consecuencias deletéreas del estrés oxidativo (Espey
y col., 2004).

Cuando un foliculo se rompe y comienza a transformarse en tejido luteal, la
angiogeénesis es esencial para establecer y mantener un CL metabolicamente viable. La
angiogenesis es una secuencia de eventos que ocurre en procesos fisioldgicos normales y en
una variedad de condiciones patoldgicas (Bouma-ter Steege y col., 2001). ComUnmente
comienza con la vasodilatacion y un aumento de la permeabilidad vascular en el tejido
afectado (Distler, 2002). Ademas, las etapas iniciales del proceso requieren degradacion
proteolitica de la matriz extracelular que rodea los capilares existentes. Una vez que la matriz
es mas flexible y ha sido infiltrada por las proteinas plasmaticas, las condiciones locales son
favorables para la proliferacion y migracion de las células endoteliales que componen las
paredes de los capilares ya en la zona (Nguyen y col., 2001; Distler y col., 2002). Con el
tiempo, a medida que los nuevos vasos comienzan a tomar forma, se estabilizan mediante el
reclutamiento de pericitos y células musculares lisas a su alrededor (Espey y col., 2004).

Dentro de los efectores de la respuesta inflamatoria, las citoquinas cumplen papeles
fundamentales debido a que influyen sobre la produccion de diversos mediadores
(bradicinina, histamina, derivados eicosanoides: prostaglandinas) y metaloproteasas,
principales componentes activos del proceso inflamatorio (Richards y col., 2008). En el
ovario, las citoquinas son secretadas tanto por celulas del sistema inmune que se encuentran
en el estroma (Bukulmez y Arici, 2000; Wong y col., 2002), por las células somaticas
incluyendo las de la granulosa y de la teca (Richards y col., 2008) como ademas, por el
ovocito (Gerard y col., 2004). Una gran variedad de citoquinas han sido relacionadas con los
distintos procesos que ocurren a nivel ovarico tales como la foliculogénesis, atresia folicular,
ovulacion y formacion del CL, entre las que se destacan: el sistema de la interleuquina-1(IL-
1) compuesto por las IL-1o y IL-1B, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA) y sus
receptores IL-1RI e IL-1RIl; la interleuquina-4 (IL-4), la interleuquina-6 (IL-6);
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interleuquina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) (Gérard y col., 2004;
Sakumoto y Okuda, 2004).
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1.3. CITOQUINAS

1.3.1. Conceptos generales

Las citoquinas pertenecen a un grupo de mas de 100 proteinas con un gran nimero de
funciones superpuestas para llevar a cabo la regulacion autocrina/paracrina de las células
inmunes y también de otro tipo de células (Brénnstrom y col., 2010). Son proteinas de
sefializacion pequefas y solubles, conocidas por sus propiedades inmunorreguladoras, pero
cada vez méas reconocidas como factores de crecimiento que rigen la proliferacion,
diferenciacion, funcion y destino de las células (Orsi y Tribe, 2008). Incluyen a las
interleuquinas (ILs), factor estimulante de colonias (CSFs, del inglés: colony-stimulating
factors), factor de necrosis tumoral (TNFs, del inglés: tumor necrosis factors), factores de
crecimiento transformantes (TGFs, del inglés: transforming growth factors) y otras hormonas
peptidicas (tales como prolactina) producidas por una amplia gama de tipos celulares. Las
citoguinas son fundamentales para el éxito reproductivo, creando un ambiente inmune-
permisivo, embriotréfico que apoya la gametogénesis, la fertilizacion, el desarrollo
embrionario temprano, la implantacién de blastocitos y el crecimiento fetal (Knight y Glister,
2006; Orsi y Tribe, 2008; Forbes y Westwood, 2010; Arsenescu y col., 2011, Witkin y col.,
2011). La mayoria de estas citoquinas asociadas a la ovulacién son producidas por
macrofagos activados, y también se expresan en células de la granulosa y de la teca
(Brannstrém y col., 2010). La importancia de las citoquinas en la fisiologia ovérica es cada
vez mas reconocida, aunque la comprension de sus funciones e interacciones precisas sigue
siendo limitada (Field y col., 2014).

Numerosos efectos de las citoquinas, como son proliferacion celular, diferenciacion
celular, apoptosis, angiogénesis y produccion hormonal, se evidencian en las distintas fases
del ciclo ovulatorio, como la foliculogénesis, esteroideogénesis, la ruptura folicular y
ovulacion, la remodelacion folicular con formacion y posterior regresion del CL (Inza y Van
Thillo, 2011).

Numerosos estudios muestran evidencias de que las citoquinas no solo acttan durante
reacciones inmunoldgicas sino también regulando otros procesos fisioldgicos como la
ovulacion (Dhillo y col., 2006).

En el ovario, las citoquinas son secretadas por células del sistema inmune que se
encuentran en el tejido conjuntivo ovarico (reclutadas desde la circulacion sanguinea)

(Bukulmez y Arici, 2000; Wong y col., 2002), y ademas, por el ovocito y las células
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somaticas que lo rodean incluyendo las de la granulosa y de la teca (Brannstrom, 2004;
Richards y col., 2008). Una gran variedad de citoquinas han sido relacionadas con los
distintos procesos que ocurren a nivel ovarico como la foliculogénesis, atresia folicular,
ovulacion y formacion del CL, asi como también, liberacion de hormonas, respuesta a
reguladores hormonales, fertilidad y en ciertos casos el desarrollo de desordenes ovéricos
(Sirotkin, 2011).

Cada una de las etapas de la foliculogénesis implica un dialogo paracrino entre el
ovocito y las capas de las células de la granulosa y de la teca, mediado por una amplia gama
de hormonas y citoquinas (Eppig, 1985, 2001; Richards y Hedin, 1988; Buccione y col.,
1990; Oktay y col., 2000; Skinner, 2005; Su y col., 2008; Wigglesworth y col., 2013). Las
citoguinas son esenciales para la progresion oportuna y satisfactoria en todas las etapas de la
foliculogénesis, desde el reclutamiento folicular primordial hasta la ovulacién y la
luteinizacion. En consecuencia, la calidad y la viabilidad de los ovocitos resultantes estan
intimamente ligadas al medio de citoquinas intraovéaricas/perifoliculares. Muchos estudios se
han centrado en el anélisis de cantidades pequefias e individuales de citoquinas, a pesar de que
se sabe que estos mediadores operan en redes en lugar de aislarse, exhibiendo caracteristicas
como pleiotropismo, sinergismo, antagonismo Yy redundancia funcional (figura 10)
(Frankenstein y col., 2006; Orsi, 2008; Orsi y Tribe, 2008). Por tanto, el efecto de cualquier
citoquina dada no depende sélo de su concentracion absoluta, sino mas bien de un equilibrio
entre sus propios efectos y los inducidos por otros mediadores locales, incluidas otras
citoguinas (Orsi, 2008; Field y col., 2014). La figura 11 resume la contribucion temporal de
cada citoquina en los distintos estadios de desarrollo folicular.

Las citoquinas dentro del foliculo ovérico son, en su mayor parte, producidas
localmente y, una vez secretadas, se difunden para crear gradientes quimiotéacticos o acttan
localmente en forma paracrina/autocrina, a menudo en concentraciones bajas y con una
semivida corta, las perturbaciones pueden no afectar a los perfiles circulatorios (Field y col.,
2014). El crecimiento del ovocito dentro de los foliculos preantrales y la maduracion dentro
de los foliculos antrales, son procesos dependientes de factores intraovaricos, los cuales estan
presentes en el LF (Hsieh y col., 2009; Padhy y col., 2009). La concentracidn de estos factores
dentro del LF esta relacionada positivamente con sus niveles sanguineos (Qiao y Feng, 2011).
Cualquier desbalance o disfuncion en estos factores junto con la alteracion del microambiente
del LF puede resultar en una foliculogénesis anormal y en desordenes en el crecimiento y
maduracion ovocitario (Artini y col., 2007; Franks y col., 2008; Padhy y col., 2009).
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Como en otros 6rganos, la accion de las citoquinas proinflamatorias durante la
ovulacion depende de la expresion de su correspondiente receptor en las células blanco y de la

produccion local de antagonistas de dichas citoquinas.
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Figura 10: Representacion esquematica de las propiedades claves de las citoquinas y sus interacciones. El
sinergismo describe la interaccién de dos (o0 mas) citoquinas para mediar un efecto comdn cuya magnitud es
mayor que la alcanzada por ambas citoquinas aisladamente. El antagonismo refleja los efectos opuestos de
dos citoquinas, donde uno puede potencialmente modular la magnitud de un efecto dado inducido por el otro.
La redundancia funcional representa la observacién de que muchas citoquinas tienen funciones anélogas (a
veces operando a través del mismo sistema receptor) de tal manera que una funcién fisiolégica dada puede
ser alcanzada por cualquiera de un conjunto de mediadores. Finalmente, la pleiotropia se refiere a que
cualquier citoquina puede tener un nimero de células diana, tanto cercanas como distantes. (Adaptado de
Field y col., 2014).

1.3.2. Ligandosy receptores
1.3.2.1. Sistema de IL-1

Uno de los mediadores mas importantes del proceso inflamatorio es la familia de la
IL-1 (Mu vy col., 2010). El sistema IL-1 estd compuesto por dos ligandos bioactivos, IL-1a ¢
IL-1B (Dinarello, 1994), dos tipos de receptores, el IL-1RI y IL-1RIl y el IL-1RA, que regula
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la actividad bioldgica de IL-1 mediante una fijacidbn competitiva en los receptores (Arend,
1991). IL-1a e IL-1P ejercen efectos similares uniéndose a IL-1RI. Aunque hay diferencias
fundamentales en su localizacion, maduracion y secrecion. IL-1a se traduce en prolL-1a, una
forma ya bioldgicamente activa, mientras que IL-1B se traduce en prolL-1B, que no tiene
actividad biologica, hasta que se procesa mediante la caspasa-1 activada tras el reclutamiento
del complejo inflamasoma. También pueden unirse a IL-1RII, que actia como un receptor
sefiuelo y no esta implicado en la transduccion de sefiales (Akdis y col., 2016). IL-1RA e IL-1
se sintetizan y liberan en respuesta a los mismos estimulos (Eisenberg y col., 1990). IL-1RA
carece del dominio interactivo con la cadena accesoria del receptor de IL-1 (IL-1RACcP), de
modo que su union a IL-1RI inhibe la sefalizacion de IL-1 (Garlanda y col., 2013) (figura
12).
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Figura 11: Representacion esquematica de la implicacion de citoquinas a lo largo de la foliculogénesis.
Interacciones y localizaciones basadas en foliculogénesis humana, con inferencias a partir de modelos
animales. Las capas celulares se separan y reducen para mayor claridad. O: ovocito; PG: células pre-
granulosa; G: células de la granulosa; PT: células pre-teca; T: células de la teca. MEC: matriz extracelular.
Las flechas negras indican sitios de produccion de citoquinas; Las flechas rojas solidas indican
interacciones positivas mientras que las flechas azules interacciones negativas. Las flechas punteadas
indican interacciones presumidas; aquellas alineadas indican sinergismo potencial. Las citoquinas modulan
la foliculogénesis en todas las etapas, aumentando el ndmero de citoquinas conocidas hacia la ovulacion.
Destacadas con 6valos verdes las estudiadas en este trabajo (Adaptado de Field y col., 2014).
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Durante la foliculogénesis, la IL-1 promueve la proliferacion y suprime la
diferenciacion, mientras que durante el proceso ovulatorio, IL-1 aumenta la produccion local
de eicosanoides, esteroides, metaloproteasas y sustancias vasoactivas para promover la
ovulacion (Brénnstrém, 2004). Ha sido demostrado que los componentes del sistema IL-1
tienen numerosos sitios de sintesis en el ovario, a su vez, existe evidencia del rol de IL-1 en la
estimulacion de células ovaricas, supresion de la apoptosis y en el crecimiento folicular
(Gérard y col., 2004; Bréannstrom y col., 2010).
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Figura 12: Complejos de los receptores de la IL-1. La unién de las citoquinas agonistas IL-1a e IL-1P se
produce a través del receptor de union a ligando IL-1RI, que contacta al ligando con dos sitios, y sufre un
cambio conformacional que permite reclutar la cadena accesoria IL-1RAcP. La aproximacion de los
dominios TIR intracelulares de las dos cadenas inicia la sefializacién. La unién del antagonista IL-1RA a IL-
1RI ocurre en un solo sitio y no induce cambios conformacionales ni reclutamiento de IL-1RACP; por lo
tanto, la sefializacién no se produce. La unién de IL-1f (y con IL-1a e IL-1RA de afinidad més baja) a IL-
1RII unido a la membrana da como resultado el secuestro de ligandos agonistas y la falta de sefializacion. La
union de IL-1B (y con IL-1a de afinidad mas baja) a IL-1RIl unida a membrana también induce cambios
conformacionales y permite el reclutamiento de IL-1RACcP. Debido a la falta de dominio TIR en IL-1RII, no
ocurre la sefalizacion. Las formas solubles de las tres cadenas también estdn presentes en el espacio
extracelular e interactGan con ligandos y entre si, dando como resultado el secuestro del ligando. La forma
soluble de IL-1RI (sIL-1RI) se describié como capaz de unirse a IL-1a, IL-1B e IL-1RA. La forma soluble de
IL-1RI1I (sIL-1RII) puede unirse y secuestrar IL-1B, IL-1a y prolL-1B. El complejo entre sIL-1RII y ligandos
agonistas (IL-1a e IL-1p) también puede reclutar sIL-1RAcP dando como resultado una mayor afinidad de
unién. Se ha informado que una forma intracelular de sIL-1RII (ic sIL-1RII) es capaz de unir prolL-la y
protegerlo de la escisién proteolitica y la generacion de la forma madura. (Adaptado de Borashi y Tagliabue,
2013).
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Murayama y col. (2010) mostraron que el ARNm para IL-1RI se expresa en las células
de la teca en foliculos antrales antes y después de la seleccion folicular en el ovario bovino y
que el factor de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF) estimula la expresion de IL-13
y de IL-1RI en células tecales en cultivo. A su vez, la expresion génica del VEGF es inducida
por IL-1pB, destacando el papel de este ultimo en mejorar el flujo sanguineo peri-folicular y el
posterior reclutamiento de macrofagos / células T en el foliculo (Levitas y col., 2000; Jung y
col., 2001). Ademas, la IL-1p modula la produccion total de prostaglandina E (PGE) por las
células de la granulosa, proporcionando asi un mecanismo para determinar el sitio de la
ruptura del foliculo (Hurwitz y col., 1995a,b, 1997; Gaytan y col., 2002). Por otra parte,
numerosos estudios han caracterizado la expresion del sistema de IL-1 en el CL bovino y en
endometrio de la misma especie (Nishimura y col., 2004; Tanikawa y col., 2005; Majewska y
col., 2010; Correia-Alvarez y col., 2015a). Passos y col. (2016) evaluaron la expresion
proteica y génica de los miembros del sistema de la IL-1 en los foliculos ovéricos bovinos y
los efectos de la IL-1P sobre la activacion del foliculo primordial y la supervivencia in vitro.
Después de 6 dias de cultivo in vitro, la IL-1B contribuydé a mantener la supervivencia
temprana del foliculo. Ademas, pudo detectarse expresion de los miembros del sistema IL-1
en todas las categorias foliculares (foliculos primordial, primario, secundario y antral)
mediante inmunohistoquimica. Paralelamente, la presencia de ARNm de estas proteinas
demuestra la actividad de sintesis en las células del foliculo bovino. Dichos autores
demostraron que el crecimiento de foliculos secundarios a antrales pequefios es seguido por
un aumento en los niveles de ARNm para IL-1p e IL-1RA. Dentro de los foliculos antrales,
este estudio muestra que la pared folicular es el principal sitio de produccién de ARNm para
IL-1pB, IL-1RA e IL-1RI. En general, los foliculos grandes presentaron una expresién mas
elevada de IL-1pB, IL-1RA, e IL-1RII. Los resultados de los estudios inmunohistoquimicos
demuestran la presencia de IL-1p, IL-1RA, IL-1RI y IL-1RII en ovocitos y células de la
granulosa de los foliculos primordiales, primarios y secundarios. En los foliculos antrales
pequerios y grandes, estas proteinas se encontraron en los ovocitos, en las células del cimulo
y en la granulosa mural.

Se sabe que en los ovocitos de ratones, fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K/Akt) es la
via que regula la activacion y la supervivencia de los foliculos primordiales (Reddy y col.,
2008). Es posible que los efectos de la IL-1B en el desarrollo de los foliculos primordiales
bovinos involucren esta via ya que Sizemore y col. (1999) encontraron que la IL-1 estimula el
reclutamiento de PI3K al receptor y su posterior activacion, iniciando una via del factor

nuclear kappa B (NF-kB), probablemente a través de sefiales transducidas a traves de la
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proteina quinasa B (Akt). En foliculos preovulatorios de raton, IL-1p suprime la aparicion
espontanea de apoptosis en foliculos cultivados in vitro, pero estimula la produccién de 6xido
nitrico (NO) (Chun y col., 1995). En contraste, la adicion de IL-1RA suprime estas acciones
promoviendo la apoptosis, confirmando la mediacion del receptor. Tomados en conjunto,
estos hallazgos indican que la IL-1pB es un factor de supervivencia para los foliculos ovaricos,
siendo su accion mediada parcialmente a través de NO y generacién de guanosin monofosfato
ciclico (Chun y col., 1995). Ha sido corroborado que IL-1B es capaz de promover la
proliferacion de las células de la granulosa en la rata (Karakji y Tsang, 1995) y bovino (Basini
y col., 1998) y suprimir la apoptosis en foliculos ovéricos de rata (Reddy y col., 2008), y por
lo tanto puede ser considerado como un factor de supervivencia de los foliculos. Estudios
anteriores observaron que la IL-1B controla la transicion de las células foliculares facilitando
su proliferacion y diferenciacion (Brannstrom, 2004), mientras que es capaz de modular la
esteroidogénesis y promover la proliferacion de células de la granulosa en porcinos (Fukuoka
y col., 1989), bovinos (Spicer y Alpizar, 1994) y humanos (Best y Hill, 1995).

La IL-1B ha sido ampliamente estudiada, y posee sus mayores efectos funcionales y
estructurales como elemento de respuesta temprana del proceso inflamatorio en el ovario
(Brénnstrém, 2004). Sin embargo, numerosos estudios se han centrado en el efecto de la IL-1
sobre la esteroidogénesis. En células de la granulosa de foliculos bovinos se determin6 que la
IL-1B modifica la sintesis de progesterona y E2 (Baratta y col., 1996) y durante la ovulacion
incrementa la produccion local de esteroides, MMPs y sustancias vasoactivas (Brannstrom,
2004). En estudios in vitro se ha demostrado que la IL-1B inhibe la produccion de
progesterona en células de la granulosa de diversas especies (rata: Gottschall y col., 1987,
1988; Kasson y Gorospe, 1989; Brannstrom y col., 1993; cerdo: Fukuoka y col., 1989;
conejo: Bréard y col., 1998). Por el contrario, la IL-1p incrementa la produccion in vitro de
progesterona en las células de la granulosa bovinas (Baratta y col. 1996), y la IL-1a estimula
su sintesis en células de la granulosa provenientes de humanos (Sjogren y col., 1991), asi
como en foliculos preovulatorios de hamster (Nakamura y col., 1990). Otros estudios han
demostrado que no hay un efecto evidente de la IL-1B en la produccion de progesterona
(bovinos: Nothnick y Pate 1990; Acosta y col., 1998; humanos: Barak y col., 1992). Ademas,
la IL-1 puede tener algin efecto sobre la produccion de E2. Se ha demostrado in vitro en
celulas de la granulosa humanas que la IL-1 inhibe la produccion de E2 (Barak y col., 1992),
probablemente por el aumento de la produccion de NO (Tobai y Nishiya, 2001). La IL-1
también podria inhibir la actividad de la aromatasa P450 (Yasuda y col., 1990, Ghersevich y

col., 2001), asi como otras enzimas implicadas en la sintesis de E2 (Hurwitz y col., 1991,
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Ghersevich y col., 2001). Baratta y col. (1996) observaron un resultado similar en estudios
desarrollados en bovinos. En células de la granulosa de rata, Gottschall y col. (1989) y Zhou y
Galway (1991) han demostrado una inhibicion dosis-dependiente de IL-1f en la produccion
de estrogenos dependiente de FSH. Puede asumirse la hipotesis que existe un efecto de la IL-
1B sobre el receptor de FSH, ya que en el ovario de rata la IL-1f disminuye la cantidad de

receptores para esta gonadotrofina (Gottschall y col., 1987, 1988, Kasson y Gorospe, 1989).

1.3.2.2. 1L-4

La IL-4 se clasifica generalmente como una citoquina antiinflamatoria, dependiendo
del tejido y tipo de estimulos, pero puede tener efectos proinflamatorios o antiinflamatorios
(Woods y Judd, 2008) y ayuda a regular las respuestas inflamatorias (Espey, 1994; Nelms y
col., 1999; Sakumoto y col., 2006).

La IL-4 suprime la inflamacion cuando interactda con el receptor IL-40. (IL-4Ra)
(Bonder y col., 1998; Mozo y col., 1998; Hart y col., 1999; Espey y col., 2004). Este receptor
ha sido detectado en una variedad de células, y esta presente en todos los fibroblastos (Doucet
y col., 1998), incluyendo los fibroblastos tecales en los foliculos durante el proceso ovulatorio
(Leo y col., 2001). El papel potencial de la IL-4 en la ovulacién esta intimamente asociado
con su capacidad para interactuar con IL-4Ra y suprimir la produccion de las citoquinas
proinflamatorias IL-1p y TNF-o (Bonder y col., 1998), interrumpiendo asi el proceso
inflamatorio y por lo tanto la ovulacion. Ademas, se ha reportado que IL-4 inhibe la respuesta
inflamatoria en la piel (Hwang y col., 2007) y disminuye las manifestaciones de artritis
(Finnegan y col., 2002).

Sumado a esto, experiencias previas demostraron que IL-4 podria estar involucrada en
la regulacion de la esteroidogénesis en varios tejidos, ya que es capaz de aumentar la
expresion de la enzima 3fB-hidroxiesteroideshidrogenasa (33-HSD) tipo 1y tipo 2, las cuales
estan involucradas en el metabolismo de hormonas esteroides (Simard y col., 2005).
Particularmente en células ovéricas, IL-4 aumenta la expresion de 3B-HSD tipo 2, la cual
interviene en la sintesis de hormonas esteroides, aumentando de esta manera la liberacion de
progesterona (Hashii y col., 1998) y dejando en evidencia otra via de accion directa sobre el
ovario. Las células luteales cultivadas obtenidas de mujeres embarazadas producen IL-4, que
estimula la secrecion de progesterona (Hashii y col., 1998). Ha sido demostrado que el ARNm

del receptor IL-4 (IL-4R) se expresa en ovario de rata (Leo y col., 2001). Por otro lado, la IL-
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4 inhibe la secrecién de estrégenos por las células liteas porcinas, aunque no altera
significativamente la secrecion de progesterona (Sakumoto y col., 2006).

También se ha establecido que tanto IL-4 como IL-4R se expresan en la glandula
adrenal bovina y que IL-4 tiene efectos sobre la liberacion de cortisol y andrégenos adrenales.
Esto demuestra que en condiciones inflamatorias, existe una comunicacion estrecha entre el
sistema inmune y el endocrino, donde IL-4 juega un rol importante y coordinado con la
respuesta de la adrenal a dicho estrés (Woods y Judd, 2008).

Papacleovoulou y col. (2009), demostraron que ademas de la funcion de la I1L-4 en el
mantenimiento de la biodisponibilidad de la progesterona en las células del epitelio de la
superficie ovérica. A su vez, IL-4 también es esencial para la regulacion de la expresion del
ARNmM de COX-2 y LOX, genes esenciales para la degradacion y deposicion de matriz
extracelular (Papacleovoulou y col., 2011). En presencia de IL-1a, IL4 atenud los niveles de
expresion de ARNm de COX-2 inducidos por IL-1a aproximadamente dos veces, sugiriendo
que IL-4 inhibe la sintesis de prostaglandinas durante la reparacion post-ovulatoria, aliviando
la degradaciéon del tejido conectivo. Al mismo tiempo, la IL-4 indujo masivamente la
expresion de 3B-HSD a nivel de ARNm y proteico como asi también su actividad y, por lo
tanto, la capacidad de biosintesis local de progesterona (Papacleovoulou y col., 2009).

La IL-4, un modulador crucial del sistema inmune y un agente antitumoral activo, es
también un potente inhibidor de la angiogénesis in vivo al ser administrado local o

sistémicamente (Volpert y col., 1998).

1.3.2.3. IL-6

IL-6, una citoquina multifuncional, representa un enlace fisioldgico entre el sistema
endocrino y el sistema inmunoldgico y es un modulador de la funcién ovérica (Buyalos y col.,
1992; Alpizar y Spicer, 1993; Gorospe y Spangelo, 1993).

Inicialmente la IL-6 fue caracterizada por su capacidad para promover la expansion de
la poblacion y la activacion de las células T, la diferenciacion de las células B y la regulacion
de la respuesta de fase aguda (Klimpel, 1980; Yoshizaki y col., 1984; Woloski y Fuller, 1985;
Hirano y col., 1985, 1986, Yasukawa y col., 1987; Andus y col., 1987; Hirano, 2014; Hunter
y Jones, 2015). Actualmente, la IL-6 esté clasificada como pleiotropica, y se considera que
tiene propiedades similares a las hormonas que afectan al sistema vascular, el metabolismo de
los lipidos, la resistencia a la insulina, las actividades mitocondriales, el sistema

neuroendocrino y el comportamiento neuropsicologico (Bethin y col., 2000; Mclnnes y
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Schett, 2007; Jones y col., 2011; Rohleder y col., 2012; Schett y col., 2013; Hodes y col.,
2014; Kraakman y col., 2015). Practiamente todas las células estromales y del sistema
inmunitario producen IL-6, y mientras que la IL-1B y el TNF-a son los principales activadores
de la expresion de IL-6, otras vias mediadas por los receptores de tipo Toll, prostaglandinas,
adipocinas, y otras citoquinas pueden promover la sintesis de IL-6 (Hunter y Jones, 2015).
Cabe destacar que IL-6 es producida no sélo por las células del sistema inmunoldgico, sino
también por una variedad de otras células, incluyendo fibroblastos, mastocitos y células
endoteliales (Van Snick, 1990) asi como también por células de la granulosa, teca y
estromales del ovario. La IL-6 es producida por células de granulosa en cultivo de bovino
(Alpizar y Spicer, 1994), conejo (Breard y col., 1998) y rata (Gorospe y col., 1992). Ademas,
la IL-6 fue identificada en el LF en humanos y equinos, sugiriendo un papel como regulador
local de la funcion ovarica a traves de las células de la granulosa (Alpizar y Spicer, 1993;
Machelon y col., 1994a). Ademas, la IL-6 inhibe la secrecion de progesterona por las células
de la granulosa de ratas (Gorospe y col., 1992), humanas (Salmassi y col., 2001) y porcinas
(Machelon y col., 1994b). Estos hallazgos implican que la IL-6 actia como un regulador
intraovarico (Sakumoto y col., 2006). En este sentido, ha sido demostrado que la IL-6 es
producida por las células de la granulosa en los foliculos preovulatorios en el momento de la
ovulacion (Kawasaki y col., 2003).

Ademas de sus funciones proinflamatorias, se ha confirmado que IL-6 tiene una
funcion antiinflamatoria porque suprime la IL-1 y la sintesis del TNF-o e induce la
produccion o liberacion de antagonistas de IL-1 y TNF-a (Tilg y col., 1994). La IL-6 es una
citoquina multifuncional con un amplio espectro de actividades bioldgicas incluyendo la
induccioén de proteinas de fase aguda. Su expresion ha sido asociada a la angiogénesis en los
foliculos en desarrollo. La IL-6 aumenta la permeabilidad vascular y participa en la
neovascularizacion, funciones fundamentales durante la ovulacion y formacién del CL
(Brénnstrom y col., 1994; Nilsson y col., 2005). Se ha sugerido que, en el ovario, la IL-6
actia potenciando la esteroidogénesis. Esta interleuquina es un potente inductor de
cinindégeno T que se incrementa durante la ovulacién, atribuyéndole una funcién reguladora
de la localizaciéon y grado de protedlisis durante este proceso (Bréannstrom y col., 1994).
Sakumoto y col. (2006) demostraron por primera vez, la existencia de ARNm de IL-6 e IL-6R
en el CL porcino durante todo el ciclo estral. Ademas, probaron que la IL-6 inhibe la
secrecion de progesterona y estrégenos por células ldteas en cultivo.

A menudo IL-6 muestra caracteristicas similares a las hormonas que afectan los

procesos homeostaticos en diversos sistemas, incluyendo el reproductivo (Smolikova y col.,
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2012; Rincon, 2012; Hunter y Jones, 2015). IL-6 juega un doble papel en la regulacion del
desarrollo folicular y la ovulacion. Suprime la esteroidogénesis inducida por FSH (Alpizar y
Spicer, 1994; Salmassi y col., 2001), y también promueve la expresion del receptor de LH
(Imai y col., 2014) y la expansion de los complejos cumulo-ovocito (Liu y col., 2009).
Aunque estudios previos han confirmado que la IL-6 y sus receptores son expresados en las
células de la granulosa (Buyalos y col., 1992; Gorospe Yy col., 1992; Machelon y col., 1994b),
los factores que regulan la expresion de IL-6 en los foliculos ovaricos son aun desconocidos.
La importancia de la sefializacion de IL-6 se ha observado en cerdos, donde los
receptores de IL-6 pueden promover la supervivencia de las células de la granulosa (Maeda y
col., 2007). Este mecanismo, que involucra a IL-6 y su receptor soluble (IL-6sR), es un
regulador clave del crecimiento folicular y la atresia en humanos (Kawasaki y col., 2003;
Field y col., 2014). Yang y col. (2017) demostraron que IL-1a podria regular la expresion de
IL-6 en las células de la granulosa de bovinos in vitro. Ademas, evidenciaron que las vias de
sefializacion implicadas en este proceso de regulacion son MAPKs y NF-kx B. La induccion
mutua de la expresidbn de genes es una caracteristica importante de las citoguinas

inflamatorias.

1.3.24.1L-8

La IL-8, del grupo de las a-quimioquinas, estd involucrada en el desarrollo folicular,
atresia, ovulacion, esteroidogénesis, y funcion del CL (Garcia-Velasco y Arici, 1998;
Bornstein y col., 2004). Ademas, la IL-8 parece ser esencial para la ovulacion inducida por
gonadotrofinas en el conejo (Ujioka y col., 1998; Belayet y col., 2000) y esta involucrada en
la angiogénesis, la proliferacién celular y la apoptosis (Koch y col., 1992; Li y col., 2005;
Jiemtaweeboon y col., 2011).

La IL-8 es una citoquina quimiotactica asociada con la ovulacion en mamiferos y esta
también involucrada en el reclutamiento y la activacion de los neutréfilos en el ovario. Ha
sido detectada en el ovario, en las células de la teca, granulosa, granulosa-luteinizadas, y las
células endoteliales vasculares en los seres humanos (Arici y col., 1996; Pote¢ y col., 2009) y
conejos (Belayet y col.,, 2000). A su vez, en humanos, se han encontrado grandes
concentraciones de IL-8 en el LF de foliculos preovulatorios (Runesson y col., 1996; Chang y
col., 1998; Yoshino y col., 2003), y tanto las células del estroma ovarico como las células de
la granulosa luteinizadas expresan ARNm para IL-8 (Arici y col., 1996). En consecuencia, un

gran numero de neutrofilos y macrofagos se infiltran en el foliculo preovulatorio en el
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momento de la ovulacién (Bréannstrom y Norman, 1993; Jiemtaweeboon y col., 2011). En el
ovario bovino, la IL-8 se encuentra en el LF durante el desarrollo de los foliculos y su
concentracion aumenta en la medida que estos se desarrollan (Shimizu y col., 2013). Un
estudio reciente informo que la IL-8 se expresa en el CL durante todo el ciclo estral en el
ovario bovino (Jiemtaweeboon y col., 2011; Shimizu y col., 2013). Las células de la
granulosa son capaces de inducir la migracién dirigida de los neutrofilos mediante la
liberacion de esta citoquina (Pote¢ y col., 2009)

La IL-8 es inducida por la hipoxia, lo que puede influir en la angiogénesis, dado que
los foliculos ovéricos pueden representar un ambiente hipoxico (Yoshino y col., 2003). En
linea con esta observacion, los modelos de rata han demostrado que la IL-8 puede actuar
como un factor angiogénico durante la foliculogénesis tardia (Arici y col., 1996, Goto y col.,
2002; Yoshino y col., 2003; Hickey y Simon, 2006). La IL-8 es estimulada por el VEGF en
celulas de la teca bovina, promoviendo la angiogénesis y mejorando el flujo sanguineo peri-
folicular y, posiblemente, contribuyendo a la viabilidad de los ovocitos (Murayama y col.,
2010; Pancarci y col., 2012).

Junto con la IL-1P, la IL-8 juega un rol critico en eventos preovulatorios. Existe
evidencia de la participacion de IL-8 y su receptor CXCR1 en el desarrollo folicular en
bovinos y en eventos como atresia, ovulacion, esteroidogénesis y formacion del CL
(Bornstein y col., 2004; Murayama y col., 2010; Shimizu y col., 2012). En un modelo bovino
in vitro, IL-8 inhibe la produccion de estradiol y estimula la de progesterona en células de la
granulosa tratadas con FSH (Shimizu y col., 2012). Este mismo grupo de trabajo demostro
que en células de la teca en cultivo la IL-8 estimula la produccion de progesterona, pero no de
androstenodiona, por lo que considera a esta citoquina asociada con la luteinizacion de las
células foliculares, como son las de la granulosa y teca, antes de la ovulacion (Shimizu y col.,
2013). Buscher y col. (1999) arribaron a la conclusion de que la IL-8 esta involucrada en las
interacciones celulares en foliculos preovulatorios humanos y cumpliendo una funcién
relevante en el proceso de ovulacion.

En numerosos tipos de células, la sintesis de IL-8 es intensamente estimulada por IL-1
y TNF-a (Mukaida y col.,, 1991). Por otro lado, hormonas y citoquinas con actividad
antiinflamatoria como los glucocorticoides, IL-4 y TGF-p inhiben la sintesis de IL-8 (Lotz y
col., 1992; Qazi y col., 2011).
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1.3.25. TNF-a

TNF-o es una citoquina multifuncional que puede ser considerado un modulador
paracrino del desarrollo folicular y puede estar implicada en la alteracion de las funciones
ovaricas durante los procesos patolégicos (Morrison y Marcinkiewicz, 2002; Gaafar y col.
2014).

TNF-a desempenaria un papel funcional en la ovulacion, induciéndola en el ovario de
rata (Brannstrom y col., 1995) y se ha observado que la inyeccion intra-folicular del antisuero
de TNF-a bloquea la ovulacion en el ovario ovino (Gottsch y col., 2000). TNF-a es un
mediador de la respuesta inmediata-temprana y puede promover la proliferacion de células
ovaricas y la produccién de prostaglandinas (Terranova y Rice, 1997; Bornstein y col., 2004).
Hong y col. (2016) demostraron que altas dosis de TNF-a son capaces de estimular la
proliferacion de las células de la teca interna de porcinos in vitro. Ademas de promover la
proliferacion de las células ovéricas, inhibe la esteroidogénesis en las células ovéricas
indiferenciadas y estimula la sintesis de progesterona en las diferenciadas (Wang y col., 1992;
Terranova y Rice, 1997; Bornstein y col., 2004; Sirotkin, 2011). EI TNF-a es reconocido
como una citoquina proinflamatoria que media la diferenciacion celular, supervivencia,
renovacion y homeostasis en distintos tejidos (Haider y Knofler, 2009). Ademas, activa varias
vias intracelulares a través de su unién a dos receptores distintos, TNFRI y TNFRII
(Aggarwal y col., 2012). El receptor TNFRI estd asociado con la apoptosis celular y el
TNFRII es méas versatil pudiendo conducir a procesos apoptéticos o de proliferacién de
acuerdo al estimulo (Correia-Alvarez y col., 2015b). En general, el mecanismo mediante el
cual el TNF-a equilibra la proliferacion frente a la apoptosis y su papel en la atresia folicular
no esta claro (Field y col., 2014). Los estudios inmunohistoquimicos en ovarios de humanos
sugieren que el TNF-a se expresa en el ovocito desde la primera etapa, aumentando a medida
que el foliculo se acerca a la ovulacion (Kondo y col., 1995), lo que implica que la respuesta
folicular puede ocurrir de una manera dependiente de la concentracion local de TNF-a. Las
diferencias en la relacién de receptores también pueden mediar en la respuesta. La activacion
de TNFRI da lugar a citotoxicidad mientras que TNFRII a proliferacion celular (Tartaglia y
col., 1991). Otro mecanismo potencial del TNF-a es a través de la induccion del NO, que por
si mismo puede exhibir un efecto dicotomico en la via de la apoptosis (Brunswig-
Spickenheier y Mukhopadhyay, 1997; Rosselli y col., 1998; Matsumi y col., 2000; Brune,
2003). De hecho, el TNF-a induce la actividad de la NOS2, de forma que el NO puede

promover la proliferacion y / o diferenciacion de las células de la granulosa a través de la via
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de sefializacion del factor de crecimiento epidermal (Hattori y col., 1996). Curiosamente, el
ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y sus receptores pro y
antiapoptaticos se expresan en células de la granulosa, donde pueden regular la apoptosis de
las células de la granulosa y la atresia folicular (Jaaskelainen y col., 2009; Field y col., 2014).

Ademas, el TNF-a y sus receptores, se encuentran presentes en los foliculos en
desarrollo en el ovario de diversas especies incluyendo ratas (Marcinkiewicz y col., 1994),
ratones (Chen y col., 1993), conejos (Bagavandoss y col., 1990) y humanos (Roby y col.,
1990). Silva y col. (2017), determinaron en estudios realizados in vitro, que las proteinas del
sistema TNF-a se expresan en diferentes etapas del desarrollo de foliculos bovinos. A su vez,
demostraron que la adicion de TNF-a en cultivo reduce la supervivencia de los foliculos y
aumenta el namero de células apoptoticas en el tejido ovarico, mientras que la adicién de
dexametasona al medio de cultivo mantiene la ultraestructura del foliculo en el tejido. Se ha
descripto que el TNF-a inhibe la produccion de E2 inducida por FSH, insulina o IGF1 en
células de la granulosa y también inhibe la produccion de androstenediona estimulada por LH
en las células de la teca (Sakumoto y Okuda, 2004). Ademas de modular la esteroidogénesis
basal o inducida por gonadotrofinas interviene en la secrecion proteica en células de la
granulosa y la teca in vitro (Terranova y Rice, 1997). Por lo tanto, se ha sugerido que el TNF-
a participa en la regulacion de la funcion de las células foliculares y por consiguiente, en la
ovulacion. En bovinos, los maximos niveles de TNF-a han sido detectados en los foliculos
dominantes. En ovinos, la inyeccién de anticuerpos anti-TNF luego de la administracion de
GnRH inhibe la ovulacién (Murdoch y col., 1997). Ademas, se cree gque la escision inducida
por plasmina del TNF-o unido a la membrana procedente del endotelio de la teca facilita el
proceso de ovulacion induciendo la apoptosis localizada en la superficie ovarica-folicular
(Murdoch y col., 1999). Por otro lado, el TNF-a también puede regular las MMPs y otras
colagenasas, causando remodelacion de la matriz extracelular preparando el tejido para la
ovulacion (Johnson y col., 1999; Yang y col., 2004), un proceso que implica la actividad
proteasa local de los macrdéfagos (Wu y col., 2004; Cerri y col., 2010; Kallis y col., 2011,
Quillard y col., 2011; Field y col., 2014). Tanto la IL-1 como el TNF-a inducen la produccion
de mediadores ovulatorios tales como la progesterona y prostaglandinas, y ademas,
promueven la ovulacion en ovarios de ratas perfundidos in vitro, apoyando la hipdtesis de que
dichas citoquinas son importantes reguladores paracrinos del proceso ovulatorio (Bornstein y
col., 2004).
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1.4. ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA

1.4.1. Definicidn, clasificacion y epidemiologia

En base a lo que hemos mencionado, las alteraciones en el proceso inflamatorio
asociado a la ovulacion y su regulacion, podrian ser parte de la patogenia de importantes
trastornos reproductivos relacionados con la anovulacién, cuya incidencia va en aumento en
relacion directa a la intensificacion de la produccion. Dados los intrincados mecanismos que
regulan la cascada inflamatoria previamente descriptos, que incluyen diferentes grupos de
genes asociados con el inicio de la reaccion inflamatoria, la degradacion proteolitica de la
pared del foliculo ovéarico y la activacion local de mecanismos antiinflamatorios que
promueven la reparacion de la pared folicular luego de la ovulacién; pequefias modificaciones
en los mecanismos de transcripcién y/o traduccion de estos genes, podrian producir
importantes alteraciones a nivel de la dinamica folicular normal.

La enfermedad quistica ovarica (COD, del inglés: Cystic Ovarian Disease) es uno de
los desérdenes reproductivos mas frecuentes en vacas lecheras, en especial las de alta
produccion, provocando cuantiosas pérdidas econémicas para la produccion pecuaria debido
al incremento en los intervalos parto-concepcion y parto-parto (Silvia y col., 2002; VVanholder
y col., 2006; Rizzo y col., 2011). Dicha enfermedad puede afectar desde un 5 hasta un 30% de
las vacas del rodeo lechero (Vanholder y col., 2006; Cattaneo y col., 2014, Ortega y col.,
2015, 2016). La COD se ha observado con mayor frecuencia en las vacas durante su segunda
a quinta lactancia. En consecuencia, las lactancias posteriores tienen un impacto negativo
sobre la eficiencia reproductiva en los animales afectados (Cattaneo y col., 2014).

La COD puede definirse como la interrupcion de los ciclos estrales normales
producida por la persistencia en el ovario de una o mas estructuras foliculares anovulatorias
que superan los 20 mm de diametro, por un periodo mayor a 10 dias en ausencia de tejido
luteal (Silvia y col., 2002). Por otro lado, Bartolomé y col. (2005), basados en informacion
obtenida a partir de ultrasonografia, palpacion rectal y concentracion de hormonas, definieron
esta condicion como foliculos anovulatorios Gnicos o multiples en uno o ambos ovarios, con
un diametro mayor que el foliculo ovulatorio en ausencia de un CL y falta de tonicidad
uterina.

Los quistes surgen como resultado de la anovulacion de un foliculo preovulatorio. En
circunstancias normales, la anovulacion es seguida por atresia o luteinizacién, después de lo

cual el foliculo regresa. En la COD, el foliculo evita este proceso, aumentando en tamafio y
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persistiendo en el ovario (Ortega y col., 2016). Los didmetros de los quistes foliculares suelen
ir desde 2,5 cm a 7,5 c¢cm, pero sobre todo de 2,5 a 3,0 cm (Eyestone y Ax, 1984).
Macroscopicamente, los quistes se pueden clasificar en quistes foliculares y luteinicos, que se
consideran formas diferentes del mismo trastorno (Opsomer y col., 1996). La determinacion
de las concentraciones de progesterona en el plasma sanguineo, leche o grasa de la leche
puede ayudar a hacer una distincion entre los dos tipos. Los quistes foliculares secretan
cantidades bajas 0 no secretan progesterona, mientras que los quistes luteinicos claramente
secretan progesterona (Garverick, 1997). Los quistes foliculares tienen usualmente una pared
delgada y secretan grandes concentraciones de E2. A su vez, segun estudios histologicos los
quistes foliculares se clasifican en quistes con o sin células de la granulosa (Isobe y
Yoshimura, 2007). Durante la cistogénesis, la degeneracion inicial de las células de la
granulosa es seguida por la degeneracion del ovocito y la teca interna (la luteinizacion de la
teca se produce eventualmente), y este hecho conduce a la falla de la ovulacion de un foliculo
antral ovulatorio. Las células de la granulosa experimentan picnosis y cariorrexis y finalmente
desaparecen de la cavidad del quiste (Ortega y col., 2016). Las células de la teca interna
sufren una picnosis con posterior fibrosis de la pared del quiste. La luteinizacion de la teca
interna, cuando ocurre, varia de pequefias areas aisladas a espesas, usualmente localizadas en
la base del quiste en la profundidad del ovario (Brown y col., 1982). Incluso, en la primera
etapa de persistencia, el espesor de la granulosa disminuye significativamente (Diaz y col.,
2015).

1.4.2. Etiologia, patogenia y factores predisponentes

La hipdtesis mas aceptada en la actualidad acerca de la patogenia de la COD involucra
un desequilibrio neuroendocrino a nivel del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal, de esta
manera, la causa primaria de la enfermedad podria ser una deficiencia en la onda
preovulatoria de LH o un patrén de liberacion aberrante de dicha hormona (Peter, 2004;
Vanholder y col., 2006). A la falla de la funcionalidad hipotalamo-hipofisaria se le suma un
componente intraovarico que ocasiona la disfunciéon de este 6rgano. El desarrollo de los
quistes foliculares tiene una etiologia multifactorial debido a los numerosos factores clinicos,
medioambientales y hereditarios que intervienen (Peter, 2004).

Dentro de los factores predisponentes se describen factores generales y especificos.
Dentro de los factores generales se encuentran la herencia (Kesler y Garverick, 1982; Hooijer
y col., 2001); alta produccion de leche (Bartlett y col., 1986; Laporte y col., 1994; Rajala y
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Grohn, 1998; Hooijer y col., 2001); la edad, la tasa de COD aumenta con la edad (Garverick,
1997; Peter, 2004); el periodo de lactancia, la incidencia es mayor entre 40 y 150 dias
después del parto (Bierschwal, 1966; Romaniuk, 1972) o entre 31 y 60 dias y entre 120 y 210
dias después del parto (Bartlett y col., 1986; Bartolomé y col., 2005); el indice de condicion
corporal (CC), animales con CC superior a 4 (escala de 0 a 5) suelen presentar quistes con
una frecuencia 2,5 veces superior, respecto a aquellas vacas cuya CC es menor o igual a 3
(Salvetti y col., 2007a); estacionalidad, tiene una distribucion variable segun la estacion del
afio (Bartlett y col., 1986; Garverick, 1997; Lopez-Gatius y col., 2002; Peter, 2004; Nelson y
col., 2010).

Dentro de los factores especificos se describen la alimentacion, la privacion aguda de
energia esta asociada a la supresion de la liberacién pulsatil de LH (Diskin y col., 2003); otras
enfermedades, incluyendo mastitis clinica, retencion de placenta, endometritis, metritis,
hipocalcemia y anestro posparto (Kesler y col., 1980; Bosu y Peter, 1987; Nakao y Grinert,
1990; Garverick, 1997; Cattaneo y col., 2014) y por Gltimo el estrés. El estrés se ha postulado
como uno de los factores predisponentes mas importantes de la COD (Vanholder y col., 2006;
Amweg y col., 2016). Los glucocorticoides (GC) son hormonas inducidas por el estrés y
agentes antiinflamatorios que modulan la produccion de citoquinas y prostaglandinas en
diferentes procesos reproductivos (Amweg y col., 2016). La generacion de GCs durante la
ovulacion ayudaria a limitar el proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y Tetsuka, 1998;
Andersen, 2002; Michael y col., 2003). Sin embargo, situaciones extremas podrian afectar el
mecanismo ovulatorio normal, alterando el ciclo estral y bloqueando la ovulacién (Amweg y
col., 2017). Se ha demostrado que la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) aumenta la
secrecion enddgena de cortisol, induciendo asi la persistencia folicular y la formacion de

quistes en el ganado (Dobson y col., 2000; Salvetti y col., 2010; Amweg Yy col., 2013).

1.4.2.1. Disfuncion hipotalamo-hipofisaria

El eje hipotalamico-hipofisario-gonadal se encontraria involucrado en el desarrollo de
quistes debido a su participacion en la regulacién de diversas funciones reproductivas (Lépez-
Diaz y Bosu, 1992; Garverick, 1997; Zulu y Penny, 1998; Dobson y col., 2000; Ribadu y col.,
2000; Peter, 2004). La hipotesis mas ampliamente aceptada explicando la formacion de un
quiste es que la liberacién de LH desde el hipotdlamo-hipdfisis esta alterada: la onda LH pre-
ovulatoria esta ausente, es de insuficiente magnitud o se produce en el momento equivocado

durante la maduracion del foliculo dominante, lo que conduce a la formacion de quistes (Day,
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1991; Lopez-Diaz y Bosu, 1992; Hamilton y col., 1995; Yoshioka y col., 1996; Diaz y col.,
2015) (figura 13). Esta liberacion aberrante de LH no parece ser causada por un menor
contenido de GnRH del hipotalamo, ni por la reduccion del nimero de receptores de GnRH o
contenido de LH en la hipdfisis (Brown y col., 1986; Cook y col., 1991; Vanholder y col.,
2006). Esta falla en la liberacién de LH parece ser causada por una alteracién en el
mecanismo de retroalimentacion positiva de los estrogenos secretados por el foliculo
preovulatorio, lo cual resultaria en una falla en la liberacion de GnRH y por ende de su accién
a nivel hipofisario (Vanholder y col., 2006). Las vacas con COD y con niveles elevados de
estrogenos enddgenos fallan en generar un pico de LH en respuesta a una dosis de E2
exogeno, indicando que se ha perdido la capacidad de responder a la retroalimentacion
positiva del estradiol sobre el eje hipotalamo-hipofisario (Zaied y col., 1981; Refsal y col.,
1988; De Silva y Reeves, 1988). En este sentido, si la onda preovulatoria de GhRH/LH ocurre
inoportunamente durante el crecimiento folicular, puede ocasionar la pérdida de sensibilidad
del hipotdlamo al efecto de retroalimentacion positiva del E2, llevando de esta manera a la
anovulacion y consecuente formacion de quistes (Gumen y col., 2002; Glmen y Wiltbank,
2002). En un estudio realizado por Hamilton y col. (1995) se detecté una concentracion
promedio mayor tanto de LH como de E2 circulantes en las vacas con quistes, al compararlas
con vacas con ciclos normales o0 con recuperacion espontanea, no registrandose un pico
preovulatorio de LH en las hembras con COD. La secrecion aumentada de LH en las hembras
bovinas con quistes podria estimular un incremento en el E2 y este incremento podria causar
un aumento en la secrecion de LH, creando asi un efecto cascada que afectaria la respuesta
ovarica a la secrecion de LH. En otro estudio observaron que al momento del diagndstico de
COD en bovinos, la mayoria de los casos estaban acompafiados de concentraciones
suprabasales, aunque por debajo de los niveles luteales, de progesterona. Un estudio realizado
recientemente mostré que las concentraciones de progesterona se mantenian en niveles
intermedios en todos los animales con COD (Probo y col., 2011). Precisamente, el efecto de
niveles intermedios de dicha hormona (apenas por encima de los niveles basales pero
insuficientes como para inducir la regresion de foliculo dominante y el inicio de una nueva
onda), seria inhibir la ovulacion, blogueando la oleada de LH y aumentando su frecuencia
pulsatil basal. Sin embargo, esta hipersecrecion basal de LH no se asociaria a las causas de
formacion de los quistes sino a su crecimiento y persistencia a lo largo del tiempo (Hatler y
col., 2003). En este sentido, algunos autores definen a la persistencia como una etapa en el
desarrollo de los quistes (Cook y col., 1990; Hamilton y col., 1995; Ortega y col., 2015).
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En resumen, una falta de sensibilidad a la retroalimentacion positiva del E2 a nivel del
hipotalamo, desencadenaria la falta del pico preovulatorio de LH debido al menor contenido
de GnRH en el area preoptica-supraquiasmatica, y los elevados niveles de la misma en el tallo
hipofisario (eminencia media) desde donde se libera LH de manera ténica. Como
consecuencia, los niveles basales de LH durante la fase de crecimiento folicular serian mas
elevados (mayor frecuencia como resultado de un mayor contenido de GnRH en la eminencia
media) y al momento de la ovulacion, los niveles de GnRH serian insuficientes en el centro
ciclico (area preoptica-supraquiasmatica) para inducir el pico preovulatorio de LH desde la
hipofisis, conduciendo de esta manera a la formacion de quistes. Por otra parte, esos niveles
basales persistentemente elevados de LH podrian actuar sobre los receptores de las células de
la granulosa, estimulando el desarrollo folicular mas alla del tamafio ovulatorio (Vanholder y
col., 2006; Salvetti y col., 2007a).

1.4.2.2. Disfuncion ovarica/folicular

Una disfuncién primaria a nivel del foliculo puede alterar el eje hipotalamo-pituitario-
ovarico y provocar la formacion de COD (Vanholder y col., 2006) (figura 13). El
conocimiento de los cambios celulares y moleculares que ocurren en el ovario previo al
proceso de anovulacién ain es escaso. En este sentido, nuestro grupo ha descripto alteraciones
en la expresion de proteinas del citoesqueleto, en la matriz extracelular y moléculas de
adhesion, modificaciones en la proliferacién y apoptosis celular tanto en ovarios como en
otros drganos, produccion aberrante de factores de crecimiento y cambios en receptores
hormonales, enzimas y otras proteinas asociadas (Ortega y col., 2007; 2008; 2009; Salvetti y
col., 2007b, 2010, 2012; Rey y col. 2010; Velazquez y col., 2010, 2013; Rodriguez y col.,
2011, 2013, 2015; Alfaro y col., 2012; Amweg y col., 2013; Matiller y col., 2014; Stangaferro
y col., 2014; Hein y col., 2015; Diaz y col., 2016a; Peralta y col., 2017). Ademas,
recientemente hemos efectuado la primera publicacion sobre la expresion de receptores de
melanocortinas y la respuesta directa del ovario bovino a la accion de la ACTH, lo que
plantea una nueva via de accién del estrés sobre la funcion ovarica (Amweg y col., 2011,
2013, 2016, 2017). Sin embargo, sigue siendo necesario aumentar el conocimiento en lo que
respecta a la falla ovéarica a nivel celular y molecular durante el proceso de formacion de
quistes, validando o ampliando lo que fue descubierto a través de estudios sobres quistes ya
formados.
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Variaciones en la expresion y en el numero de receptores de hormonas hipotalamo-
hipofisarias asi como de hormonas esteroides parecen estar implicados en la anovulacion de
un foliculo dominante. En primer lugar, las alteraciones en la expresion de los receptores de
LH y FSH podrian ser uno de los factores involucrados (Vanholder y col., 2006; Marelli y
col., 2014).

Los receptores de estrogenos y de progesterona podrian estar involucrados en los
mecanismos que llevan a la anovulacion. Un balance inapropiado de los receptores de
estrogeno a y B por ejemplo, dadas las diferencias en afinidad por el E2 de cada uno de ellos o
la capacidad de formar heterodimeros y actuar de manera diferente a nivel nuclear, puede
causar modificaciones en el desarrollo folicular normal (Odore y col., 1999; Salvetti y col.,
2007b; Alfaro y col., 2012; Salvetti y col., 2012). Un evento importante en las células que
componen el foliculo quistico es la expresion de los genes responsables de la proliferacion,
apoptosis y diferenciacion celular, los cuales probablemente estén involucrados en la
anovulacion y en el proceso de formacion y mantenimiento de los quistes (Peter y
Dhanasekaran, 2003; Salvetti y col., 2004, 2009, 2010; Isobe y Yoshimura, 2007; Ortega y
col., 2007). Al respecto, diversos investigadores sugieren que el proceso apoptotico esta
involucrado en los mecanismos que llevan a la anovulacién. La falta de ocurrencia de dicho
proceso en células de la granulosa podrian contribuir a la formacién y persistencia de dicha
estructura anovulatoria (Isobe y Yoshimura, 2000 a,b; Salvetti y col., 2010).

El eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, a través del mecanismo de estrés, también
puede afectar la funcion ovérica y contribuir con la formacion de quistes (Baravalle y col.
2007; Amweg y col., 2011). De la misma forma y considerando que la ovulacion es un evento
inflamatorio caracterizado por un incremento en la sintesis de interleuquinas vy
prostaglandinas (Espey, 1980; Ando y col., 1998), un aumento en la produccién de GCs
antiinflamatorios durante la ovulacion, en respuesta a situaciones de estrés, podria limitar este
proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y Tetsuka, 1998; Michael y col., 2003; Acosta y
col., 2005). Los GCs como el cortisol y la corticosterona son importantes hormonas esteroides
con diferentes funciones en el metabolismo, el desarrollo, la diferenciacion celular, la
respuesta inmune y la reproduccion. En respuesta al estrés fisiolégico e inmunoldgico, la
ACTH actua sobre la glandula suprarrenal al estimular la sintesis y secrecion de
glucocorticoides (Amweg y col., 2017). Mediante estudios in vitro en pared folicular se
demostrd recientemente que las células ovaricas expresan receptores para melanocortinas.

Dentro del grupo de las melanocortinas se encuentra la ACTH, hormona sintetizada en
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condiciones de estrés, lo que podria fundamentar un efecto directo del estrés sobre la

funcionalidad ovérica sin involucrar la adrenal (Amweg y col., 2011).
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Figura 13: Representacion esquematica de la etiopatogenia multifactorial y posibles vias involucradas en la
enfermedad quistica ovarica bovina. En el esquema se indicaron factores que alteran los mecanismos de
respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal. Estresores, concentraciones subluetales de progesterona,
modificacion en el mecanismo de retroalimentacion del estradiol y cambios importantes en el ovario
(factores de crecimiento, gonadotrofinas y receptores de esteroides, sefializacion de la via de la insulina,
proliferacion y mecanismo apopt6tico) pueden modificar los patrones fisioldgicos de liberacién de hormonas
en el hipotalamo (GnRH) y la hipofisis (FSH y LH), conduciendo al fallo ovulatorio, persistencia folicular y
formacidn de quistes. Signo mas (+): efecto estimulante. Signo menos (-): efecto inhibitorio. Flechas azules
hacia arriba: alta concentracion. Flechas azules hacia abajo: baja concentracién. Flechas rojas hacia abajo:
expresion reducida. Flecha discontinuas: modificaciones inducidas. R +: retroalimentacion positiva. GC:
células de la granulosa. TI: células de la teca interna. TE: células de la teca externa. LF: liquido folicular. IR:
receptor de insulina. PI3K: fosfatidilinositol - 3 - quinasa. TGF-B: factor de crecimiento transformante beta.
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina-1. P4: progesterona. E2: estradiol. LH: hormona
luteinizante. FSH: hormona foliculo estimulante. GnRH: hormona liberadora de gonadotrofina. (Adaptado de
Ortega y col., 2016).

Se cree también, que el cortisol producido en condiciones de estrés podria ser

almacenado en el LF e inducir cambios notables en la esteroidogénesis y expresion de
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receptores de LH a nivel de la pared folicular, que contribuyan al desarrollo de la enfermedad
(Moberg, 1991). A su vez, hay evidencia creciente de que los GCs también pueden ser
sintetizados por tejidos extra-adrenales. En un estudio realizado se examind la enzima 11p-
hidroxilasa P450c11 (CYP11B1), implicados en la conversion de 11-desoxicortisol en
cortisol, en los diferentes componentes del ovario bovino y se determino la funcionalidad de
CYP11BL1 in vitro. Este estudio demostré por primera vez la presencia de CYP11B1 en el
ovario bovino. Esto confirma que podria haber una sintesis local de GCs en el ovario bovino
y, por lo tanto, una respuesta endocrina potencial al estrés a través de estas hormonas. Un
aumento en la concentracion local de GCs en el ovario podria actuar como un mecanismo
protector para controlar los efectos deletéreos de la produccion excesiva de mediadores
inflamatorios. Ademas, a través de sus efectos antiinflamatorios, los GCs locales pueden estar
involucrados en los mecanismos reguladores relacionados con la ovulacion, la

esteroidogenesis ovarica y la funcion lutea (Amweg y col., 2017).
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1.5. PERSISTENCIA FOLICULAR

Generalmente se acepta que los quistes se desarrollan a partir de foliculos
preovulatorios que no ovulan, persisten en el ovario y, por tanto, interfieren con la funcién
ovarica normal (Vanholder y col., 2006; Roth y col., 2012).

Silvia y col. (2002) han propuesto que el defecto primario reside en el hipotadlamo, que
no logra liberar una oleada de GnRH en respuesta al E2 folicular. Este fallo conduce a una
falta de estimulo para que la hipofisis segregue la oleada preovulatoria de LH. Esta
insensibilidad hipotaldmica al estradiol puede ser debido a las concentraciones intermedias de
progesterona cominmente encontradas en las vacas con COD (Roberson y col., 1989; Cupp y
col., 1992; Kojima y col., 1992; Kojima y col., 2003; Hatler y col., 2003, 2008). El estudio de
los procesos que conducen a la falla ovulatoria y la persistencia del foliculo dominante es la
clave para entender la patogénesis de la COD. La principal dificultad para estudiar la COD en
el bovino es que la formacion del quiste sélo se puede reconocer retrospectivamente después
de que el foliculo ha sufrido extensos cambios morfologicos y fisioldgicos (Roth y col.,
2012). Por lo tanto, la prediccién del tiempo de formacion de la estructura quistica a través del
desarrollo folicular en modelos experimentales es una oportunidad formidable para
comprender su patogénesis (Diaz y col., 2015). En este sentido, numerosos modelos
experimentales se han desarrollado para inducir la formacion de quistes foliculares (Wiltbank,
1966; Erb y col., 1973; Nadaraja y Hansel; 1976; Liptrap y McNally, 1976; Fathala y col.,
1978; Winters y col., 1986; Refsal y col., 1987; Cook y col., 1990; Cook y col., 1991;
Hamilton y col., 1995; Carrie’re y col., 1995; Kawate y col., 1996; Ortega y col., 2008;
Amweg y col., 2013).

La prolongacion de la vida util de los foliculos bovinos produce una reduccién de la
fertilidad luego de la inseminacion y de la ovulacién (Revah y Butler, 1996). Una alta
incidencia de pérdida embrionaria temprana se relaciona con la persistencia de los foliculos
dominantes. Dicha persistencia del foliculo dominante resulta de la incrementada frecuencia
pulsatil de la LH cuando existen bajas concentraciones plasmaticas de progesterona (Taft y
col., 1996) ya sea naturalmente durante la fase lutea (Folman y col., 1973; Meisterling y
Dailey, 1987) o como parte de sincronizacion de celos (Wishart, 1977; Ahmad y col., 1995).
Al parecer, las bajas tasas de prefiez se deben a la reanudacion prematura de la meiosis en los
ovocitos (Mihm y col., 1994; Revah y Butler, 1996), que lleva a la mortalidad embrionaria

temprana. Wishart (1977) encontrd que el 53% de los embriones fecundados de vacas tratadas
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con progesterona durante 21 dias tenian escision retardada a los 3-4 dias después de la
inseminacion.

Durante décadas, los investigadores han tratado de desarrollar con éxito programas
para sincronizar el estro en el ganado bovino (Jéchle, 1993). Los tratamientos que incluyen la
administracion prolongada de progesterona (por mas de 7 dias) resultan en una buena
sincronizacién pero con baja fertilidad en el primer estro después del tratamiento (Hill y col,
1971; Henricks y col, 1973; Butcher y Pope, 1979; Macmillan y col., 1991; Jochle, 1993;
Savio y col, 1993; Stock y Fortune, 1993; Wehrman y col., 1993). Diversos estudios han
mostrado que el tratamiento con progesterona induce la prolongacion del desarrollo del
foliculo dominante (Trimberger y Hansel, 1955; Sirois y Fortune, 1990; Savio y col, 1993).
Al finalizar el tratamiento con progesterona, se produce el estro seguido por el aumento de
LH y la ovulacién del foliculo dominante (Sirois y Fortune, 1990; Jochle, 1993; Savio y col.,
1993; Stock y Fortune, 1993; Revah y Butler, 1996). Dado que el CL surge del foliculo
dominante persistente y produce cantidades normales de progesterona, la infertilidad no se
puede atribuir a una incapacidad lutea (Stock y Fortune, 1993). Sin embargo, si se puede
atribuir a los efectos del desarrollo folicular prolongado en el ovocito o en el tracto
reproductivo. El mantenimiento de los foliculos en una prolongada dominancia puede causar
una maduracion prematura del ovocito, antes del pico de LH (Mihm y col., 1994).

Entre los multiples factores que intervienen en la etiopatogenia de la COD,
recientemente ha sido demostrado que las concentraciones subluteales de progesterona son
capaces de inducir un incremento en la frecuencia de los pulsos de LH, inhibiendo el pico
preovulatorio de LH y asi la ovulacion, llevando a la prolongacion del crecimiento y en
consecuencia persistencia de los foliculos dominantes, incrementando el E2 periférico y
reduciendo la fertilidad (Bridges y Fortune, 2003).

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

concentraciones cada vez mayores de E2 (Sirois y Fortune, 1990; Shaham-Albalancy, 2000).
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En estas condiciones, la fertilidad se encuentra dramaticamente reducida (Stock y
Fortune, 1993; Mihm vy col., 1994) presentando inconvenientes en los regimenes de
sincronizacion que extienden el estro con una terapia progestdgena. Una prolongada
exposicion a concentraciones subluteales de progesterona induce una prematura luteinizacion
de las células de la granulosa (Bigelow y Fortune, 1998). El incremento en la capacidad
secretora de E2 de foliculos de dominancia prolongada en un ambiente hormonal de
progesterona subluteal puede ser atribuido a un incremento en la masa de tejido
esteroidogénico recibiendo una frecuente estimulacion de LH. En ausencia de los efectos
inhibitorios de las concentraciones de progesterona en una fase litea normal, los foliculos
dominantes persistentes desarrollan una mayor masa de teca interna que puede producir
niveles mayores de andrdgenos tras la frecuente estimulacion de LH. Se detecta entonces, una
mayor concentracion de E2 en el plasma de los animales con este tipo de foliculos, en
comparacion con los niveles encontrados en animales con foliculos dominantes normales. El
incremento en la capacidad para producir esteroides sugiere que la prematura luteinizacién en
los foliculos dominantes persistentes y puede ser un factor involucrado en la disminucion de
la fertilidad de ovocitos de este tipo de foliculos (Bigelow y Fortune, 1998).

Las concentraciones intermedias de progesterona impiden el estimulo del E2,
enddgeno o exdgeno, para desencadenar un pico preovulatorio de LH, pero no suprimen la
secrecion pulsatil tonica de LH (Roberson y col., 1989; Cupp y col., 1992; Kojima y col.,
1992, 2003; Hatler y col., 2008). Tanto las células de la granulosa como de la teca de los
foliculos de animales que presentan COD conservan altas concentraciones de receptores de
LH (Calder y col., 2001), lo que implicaria que la persistencia y el crecimiento de los quistes
pueden depender del estimulo de LH (Marelli y col., 2014). Se conoce que los tratamientos
gue suprimen la frecuencia pulsatil de LH acortan la vida media de los quistes foliculares
(Calder y col., 1999; Hatler y col., 2006).

Resumiendo, el proceso de ovulacion es inducido por la liberacion hipofisaria de un
pico de LH e involucra diferentes tipos celulares y cambios precisos en los patrones de
expresion génica dentro de esas células, lo que lleva a un proceso similar a una inflamacion
aguda localizada.

Las citoquinas son los principales efectores de la respuesta inflamatoria en el ovario y
cumplen un rol fundamental debido a que influyen sobre la produccién de diversos
mediadores de la cascada inflamatoria y controlan, a través de los componentes
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antiinflamatorios, dicho proceso para evitar una reaccion exacerbada que afectaria la
viabilidad de las células germinales con las consecuencias esperadas sobre la fertilidad.

En base a los conocimientos actuales, las alteraciones en el proceso inflamatorio
asociado a la ovulacién y su regulacion, podrian ser parte importante de la patogenia de
algunos importantes trastornos reproductivos en los cuales se ve afectada la ovulacion.

El estudio de los procesos que conducen al fracaso ovulatorio y la persistencia del
foliculo dominante son claves para comprender la patogenia de la COD. Sin embargo, debido
a la imprevisibilidad de la ocurrencia de quistes, es extremadamente dificil y poco practico
estudiar su desarrollo espontaneo. Por lo tanto, el uso de modelos experimentales para el
estudio de los primeros eventos de la formacion de los quistes foliculares es fundamental para

comprender los mecanismos implicados en la patogenia de la enfermedad.
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2. Objetivos

2.1. HIPOTESIS GENERAL

Considerando que una de las causas iniciales en la cascada de eventos que conduce a
la COD es una alteracion en el proceso de ovulacion y que la misma ha sido definida como un
proceso inflamatorio localizado, planteamos como hipdétesis general que las citoquinas
asociadas a la ovulacion y su regulacion, podrian tener un rol importante en la patogenia de la

COD en bovinos.

2.2.OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion y localizacion intraovarica de las principales interleuquinas
asociadas a la ovulacion y sus receptores, procurando esclarecer su participacion en la
patogenia de la enfermedad quistica ovéarica (COD, del inglés: Cystic Ovarian Disease) en

bovinos.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar los niveles de expresién de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
en el LF de foliculos preovulatorios de vacas control y foliculos persistentes de animales
provenientes de un modelo experimental.

2) Evaluar los niveles de expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias y sus
receptores en las estructuras foliculares de la corteza ovérica de animales con persistencia
folicular y controles.

3) Caracterizar la expresion de los genes previamente detallados en muestras
provenientes de bovinos con COD espontanea, procurando establecer un patrén de

localizacion asociado con alteraciones reproductivas.
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3. Materiales y Métodos

3.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES EFECTUADOS CON ANIMALES

Todos los procedimientos que se llevaron a cabo con animales fueron aprobados por el
Comité de Etica y Seguridad Institucional de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral de Santa Fe (Protocolo N° 131/12), y se realizaron de
acuerdo a las normativas vigentes en el tema (Guide for the Care and Use of Agricultural
Animals in Research and Teaching. Tercera Edicion. Federation of Animal Science Societies,
2010).

3.1.1. COD espontanea

3.1.1.1. Diagnostico de COD espontanea

Se realiz6 la identificacion de casos de COD espontadnea a través de controles
reproductivos de rutina en rodeos comerciales de la zona, mediante la cooperacion de
numerosos profesionales del area de influencia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional del Litoral. Estos médicos veterinarios nos informaron al primer indicio
de alteraciones foliculares compatibles con COD, las cuales verificamos mediante palpacion
rectal y ultrasonografia (transductor lineal transrectal 5 MHz, Honda HS101V, Japén),
teniendo en cuenta para su correcto diagnostico la definicibn de COD reportada por
Bartolomé y col. (2005) (figura 14).

Figura 14: Diagndstico ecogréfico de COD. A: ecdgrafo portatil HS101V Honda. B: ovario con un quiste
folicular. C: ovario contralateral con escaso desarrollo folicular. En ambos ovarios no se detecta la presencia
de CL.
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3.1.1.2. Obtencién de muestras

A partir del diagnéstico de COD y dependiendo de la categoria de los animales, se
tomaron dos tipos de muestras: ovarios enteros (de vacas en lactancia con indicacion de
rechazo por motivos no reproductivos) o LF (en vacas en lactancia sin indicacion de rechazo).
La obtencion de ovarios enteros se efectué mediante ovariectomia bilateral, mientras que la
obtencion de LF se realizo por aspiracion folicular guiada por ecografia, utilizando la técnica
descripta por Seneda y col. (2003), como se detalla méas adelante.

Ademas, en todos los casos, se tomaron muestras de sangre y se confecciond una
anamnesis completa del animal, recabando datos sobre la alimentacion, condiciones
climaticas, niveles de produccion, manejo e indices reproductivos, para un posterior analisis
en trabajos paralelos dentro de nuestro grupo de trabajo. A su vez, se tomaron muestras de
animales controles, considerandose tales a vacas que en comparacion con el caso de COD,
tenian el mismo nimero de lactancias, la misma edad, se encontraban en el mismo momento
de la lactancia (dias en lactancia, DEL), pertenecian al mismo lote y no presentaban ningun

tipo de enfermedad.

3.1.1.2.1. Aspiracion de liquido folicular guiada por ecografia

Para la realizacion de la aspiracion del LF se adapt6 la técnica descripta por Seneda y
col. (2003) que ha sido ampliamente utilizada para la obtencion de muestras para estudios
moleculares. Con este fin, se utilizd6 un sistema de ultrasonido digital Chison 8300Vet
equipado con un transductor microconvexo de 5,0 MHz montado en una sonda transvaginal
para aspiracion folicular (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil). La misma posee una
guia para la colocacion 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. Para la
aspiracion se emple6 una bomba de vacio (Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Brasil) a una
presion de aspiracion de 500 mmHg. El dispositivo de aspiracion fue introducido via vaginal
hasta contactar con el fondo de la misma, y el ovario previamente localizado por tacto rectal,
fue acercado y fijado al transductor de la sonda. Luego se realiz6 la introduccion de la aguja a
través de la pared vaginal y posteriormente a través de la pared folicular para proceder al
aspirado del LF. Inmediatamente de recolectada la muestra, se conservé a temperatura de

refrigeracion (4-6°C) y traslado al laboratorio para su procesamiento (figura 15).
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Diagnostico . | B | Anestesia
ecografico Equipo de aspirado epidural

Aspirado folicular y obtencion de muestras

Figura 15: Procedimiento para la obtencion de LF. Una vez realizado el diagndstico, se procede a la
aspiracion folicular quiada por ecografia.

3.1.1.2.2. Ovariectomia: Técnica de laparotomia por flanco izquierdo

Confirmado el diagnéstico de COD se llevo a cabo la obtencion de los ovarios enteros
mediante ovariectomia bilateral por laparotomia (abordaje por flanco izquierdo) (figura 16).
La técnica de obtencion de los ovarios mediante esta técnica se desarrollé con el animal en
pie. En primer lugar se realiz6 la sedacion del animal aplicando por via subcutanea de 5 ml de
una formulacién combinada de clorpromazina (5 mg/ml) y difenhidramina (2 mg/ml) (Stresin
LA®, Laboratorio Rio de Janeiro) y luego se realiz6 anestesia local infiltrativa segun la
técnica de Magda modificada, utilizando 160 ml de clorhidrato de lidocaina (2%) (Lidocaina
2%, Vetue®). Se procedié a realizar una incision desde dorso-caudal hacia ventro-craneal de
la piel del flanco y de los planos musculares que se encuentran por debajo de la misma, de una
longitud suficiente para permitir al cirujano un comodo acceso a cavidad abdominal. Luego se
localizaron los ovarios y se colocd una pinza hemostatica Kocher modificada ad hoc (sin

dientes) y se realizé la ligadura del pediculo ovérico por transfixion con hilo no absorbible

Stassi~58



3. Materiales y Métodos

simple (lino N°14). Luego se procedid a la seccion y extraccion de ambos ovarios. A
continuacidn, se realizé la sutura de los planos musculares con hilo de nylon N°50 y puntos
simples en “X”, y de la piel con hilo de nylon N°40 realizando una sutura continua de
Reverdin (Garnero y Perusia, 2002) (figura 20). Por ultimo, los animales fueron tratados con

antibioticos, coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios externos.

Figura 16: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje por flanco izquierdo.

3.1.1.2.3. Toma de muestras de sangre

En todos los casos de COD espontanea se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante al
momento de la ovariectomia y de la aspiracion de LF para la determinacion de citoquinas en
suero. Se utilizé la técnica de extraccion a través de puncion de vasos coccigeos (figura 17),
para esta maniobra se utilizaron agujas calibre 25 mm x 1,2 mm acopladas a jeringas de 10
ml. Se procedié a punzar aleatoriamente la arteria coccigea media y/o las venas coccigeas
medias en la region ventral de los cuerpos de las primeras vertebras coccigeas.
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Figura 17: Técnica de extraccion de sangre a través de puncion de vasos
coccigeos.

3.1.2. Modelo de persistencia folicular

3.1.2.1. Animales

Para el desarrollo del modelo experimental se utilizaron 25 vacas Holando Argentino
examinadas antes del comienzo de la experiencia para comprobar la normalidad en su tracto
reproductor y regularidad de sus ciclos estrales. La condicién corporal de los animales
utilizados en el protocolo experimental fue entre 2,75 y 3,50. Las vacas se obtuvieron al final
de la lactancia de establecimientos locales y se alojaron en el exterior en un lote abierto,
excepto durante la recoleccion de las muestras de sangre o examenes de ultrasonografia. La
alimentacion estuvo basada en alimento balanceado comercial, heno de alfalfa y agua ad
libitum. Los animales fueron evaluados clinicamente antes y durante el desarrollo del modelo

experimental y no mostraron evidencia de enfermedad.

3.1.2.2. Modelo experimental

El desarrollo del protocolo experimental se realizo por triplicado para poder obtener el
volumen de muestras necesario para la totalidad de los estudios realizados.

Las hembras bovinas fueron sometidas a la sincronizacion de sus ciclos estrales antes
del comienzo de la experiencia, mediante un protocolo comunmente denominado G6G-
Ovsynch (Pursley y col., 1995; Bello y col., 2006), con algunas modificaciones. El protocolo
de sincronizacion consistié en dos dosis de PGF2 o (150 p g D + Cloprostenol; Enzaprost DC,
Biogénesis-Bago, Garin, Buenos Aires, Argentina) administradas separadas por 12 horas el
dia 0 para inducir la luteolisis (Hatler y col., 2008), seguido de una dosis de GnRH (20 ug

Acetato de buserelina; Gonaxal, Biogénesis-Bago, Argentina) dos dias después para estimular
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la ovulacion de los foliculos dominantes presentes (dia 2). Seis dias posteriores a la primera
dosis de GnRH, las vacas recibieron una segunda dosis de GnRH (dia 8). Siete dias més tarde,
las hembras recibieron las dos ultimas dosis de PGF2a, separadas por 12 horas, para inducir la
lutedlisis (dia 15). Después de la sincronizacion, las vacas se dividieron en los siguientes
grupos: control (n = 5), PO (tiempo esperado de ovulacion, n = 5), P5 (5 dias de persistencia
folicular; n = 5), P10 (10 dias de persistencia folicular, n = 5) y P15 (15 dias de folicular
persistencia; n = 5). Los animales del grupo control no recibieron tratamiento hormonal
adicional y dichos animales fueron sometidos a ovariectomia en proestro. Un dia después de
la ultima inyeccion de PGF2a (dia 16), se colocd un dispositivo de progesterona intravaginal
(750 mg de progesterona micronizada, Pro-Ciclar P4-Zoovet®, Santa Fe, Argentina), en
hembras de los grupos PO, P5, P10 y P15, para obtener concentraciones subluteales de
progesterona (1-2 ng/ml) (Bigelow y Fortune, 1998, Diaz y col., 2015). Los dispositivos
fueron mantenidos por 8 dias momento en el cual fueron reemplazados por otros nuevos. Para
evitar cambios bruscos en las concentraciones de progesterona los nuevos dispositivos fueron
introducidos un dia antes de removido el dispositivo usado. El tiempo esperado de ovulacion
fue aproximadamente cuatro dias posteriores a la administracion de la primera dosis de
PGF2a el dia 15 del protocolo (rango 101-106 h). El dispositivo intravaginal de progesterona
se mantuvo durante tres dias hasta el dia esperado de la ovulacion (101-106 h después de la
primera dosis de PGF2a) en el grupo PO, durante cinco dias después del dia esperado de
ovulacion en el grupo P5, durante diez dias en el grupo P10 y quince dias en el grupo P15. En
la figura 18 se esquematizan los disefios de los tratamientos hormonales, el monitoreo y las

tomas de muestras vinculados al modelo experimental.
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Figura 18: Disefio experimental de los diferentes grupos de estudio. Para inducir persistencia folicular, los
ciclos estrales de las vacas fueron sincronizados y luego se aplicé un dispositivo intravaginal de liberacion
de progesterona para inducir la persistencia folicular. La dinamica folicular fue monitoreada por
ultrasonografia diariamente y los niveles en sangre de hormonas esteroides y gonadotrdficas fueron
evaluados a los tiempos indicados en los grupos control y tratados. La ovariectomia se realizd en proestro
(controles) y después de 0, 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular.

3.1.2.3. Monitoreo de los cambios ovaricos

El desarrollo del modelo experimental fue monitoreado mediante ultrasonografia en
todos los animales, utilizando un ecografo portatil equipado con un transductor lineal
transrectal de 5 MHz HS101V (Honda, Tokio, Japén). Los dias de monitoreo del protocolo de
sincronizacién fueron los siguientes: 0, 2, 8 y 15. Ademas, se realizaron ecografias diarias
desde el dia de la ultima administracion de PGF2a hasta la ovulacion en los animales
controles o hasta los 0, 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular en los animales tratados
(figura 19). Mediante el monitoreo se caracterizaron el tamafio, el crecimiento y la regresion
de todos los foliculos mayores a 5 mm, incluyendo a los foliculos persistentes, asi como
tambien los CLs (segun corresponda). Los foliculos se observaron como estructuras anecoicas

presentes permanentemente en la misma posicién y ovario.
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Figura 19: Secuencia de imagenes ecograficas que muestran el seguimiento ultrasonogréafico del ovario que
desarroll6 el foliculo persistente de un animal tratado (P15) hasta los 15 dias de persistencia.

3.1.2.4. Obtencidon de muestras

3.1.2.4.1. Aspiracion de liquido folicular guiada por ecografia

Previamente a la ovariectomia, para evitar la ruptura de los foliculos de interés en el
procedimiento quirdrgico, se realizo el aspirado del LF de los animales a los 0 (P0), 5 (P5), 10
(P10) y 15 (P15) dias de persistencia folicular y del foliculo dominante de los animales del
grupo control (C). Para ello, se utilizé la misma técnica de aspiracion folicular guiada por
ecografia previamente descripta. Después de la aspiracion folicular, el LF obtenido fue
refrigerado e inmediatamente transportado al laboratorio para su procesamiento.

3.1.2.4.2. Ovariectomia: Técnica por colpotomia

Se utilizaron dos técnicas diferentes para la extraccidn de los ovarios, en los animales
del grupo PO se realizo la ovariectomia por flanco izquierdo (técnica previamente descripta).
En el resto de los grupos del modelo se utilizo la técnica de ovariectomia por colpotomia, a
continuacion se describe en detalle la técnica. Este procedimiento se llevo a cabo en proestro
en los animales controles (dia 18 del protocolo), y al final del periodo de tratamiento para
cada grupo tratado, el dia esperado para la ovulacion (dia 19 del protocolo = PQ), y los dias 5
(dia 24 del protocolo = P5), 10 (dia 29 del protocolo = P10) y 15 de persistencia (dia 34 del
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protocolo = P15), puntos de muestreo relativos al momento esperado de ovulacion (figura 18).
Tanto los ovarios, como las estructuras foliculares de interés fueron medidos y fotografiados.
La técnica de ovariectomia por colpotomia se realizé de acuerdo a la técnica descripta
por Garnero y Perussia (2002), la cual pudo realizarse debido a que, al tratarse de hembras
pluriparas, el tamafio de los genitales externos (vulva y vagina) era lo suficientemente
espacioso como para permitir un cdmodo acceso del cirujano, evitando de esta manera
cicatrices indeseadas en zonas de valor comercial (flanco izquierdo). En primer lugar se
realizd la sedacion con 150 mg totales de clorhidrato de ketamina (Ketamina 10%, Alfazan®)
y se efectud anestesia epidural baja con 100 mg totales de clorhidrato de lidocaina (Lidocaina
2%, Vetue®). En segundo lugar, se realizo la limpieza y desinfeccion del area perineal y de la
cavidad vaginal con una solucion de cloroxilenol (5 %). Para evitar rupturas de las estructuras
foliculares, previo a la ovariectomia se realizo la extraccion del LF mediante el sistema de
aspiracion anteriormente descripto (figura 15). Mediante un tensor de vagina se alejo la pared
dorsal de la vagina del recto, posteriormente utilizando un bisturi de hoja oculta se procedi6 a
realizar una pequefa incision (2 cm) en el fondo de la vagina, incidiendo el techo de la vagina
y el peritoneo hasta lograr una abertura que permitié introducir una mano dentro de la cavidad
pélvica, se localizaron el Gtero y los ovarios para retrotraerlos dentro de la cavidad vaginal. A
continuacidn, se colocd una pinza hemostatica Kocher modificada ad hoc (sin dientes) y se
realiz6 la ligadura del pediculo ovarico por transfixién con hilo no absorbible simple (lino
N°14). Luego se procedié a la seccion y extraccién de ambos ovarios. Por dltimo, los
animales fueron tratados con antibidticos, coagulantes, antiinflamatorios y antiparasitarios

externos.
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Figura 20: Técnica de ovariectomia bilateral a través de abordaje transvaginal (técnica por colpotomia).

3.1.2.4.3. Toma de muestras de sangre

Se realizd la toma de muestras de sangre al momento de la ovariectomia y de la
aspiracion de LF de los animales a los 0 (P0), 5 (P5), 10 (P10) y 15 (P15) dias de persistencia
folicular y de los animales del grupo control en proestro (C), para la determinacion de
hormonas esteroideas y citoquinas en suero.

La obtencion de las muestras de sangre de los animales de los grupos experimentales
se hizo a través de la colocacién en la vena yugular de un catéter endovenoso permanente
(figura 21).

Figura 21: Técnica de extraccion de sangre a través de catéter endovenoso.
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3.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras derivadas de casos de COD espontanea a campo, del modelo
experimental (persistencia folicular) y de los animales controles fueron procesados en el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular Aplicada del Instituto de Ciencias Veterinarias
del Litoral (ICiVet-Litoral), Universidad Nacional del Litoral (UNL) - Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Tecnologicas (CONICET). El esquema de las muestras que

arribaron al laboratorio se observa en la figura 22.

v'COD espontanea v Inmunohisto-
v'Persistencia Folicular \_> quimica indirecta
v'Controles v Western blot
Aspiracion v COD espontanea v'Mediciones
Jolicular: v'Persistencia Folicular ﬁ hormonales
Liquido folicular v'Controles vELISA
Aspiracion . .
. v'COD espontanea vRT-PCR
Jolicular: v'Controles
Pellets de células o
Sangre: v'COD espontdnea Y Mediciones
Sufm- v Persistencia Folicular ‘/h‘)iwff)”al es
v'Controles ELISA

Figura 22: Esquema de la procedencia y destino de las muestras obtenidas.

En el laboratorio, las muestras se procesaron y se almacenaron adecuadamente para su

posterior utilizacion en las distintas técnicas de biologia molecular realizadas en esta tesis:
a) Muestras de sangre: se mantuvieron a temperatura ambiente (22-25°C) durante 30
min, se colocaron a 4°C durante 1 h y finalmente se centrifugaron a 1000 g durante 10 min. Se

separo el suero y se almaceno a -80°C hasta su analisis.
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b) Ovarios enteros: Luego de la extraccion del LF y pared folicular, los ovarios fueron
fijados en formaldehido bufferado (4%) durante 8-12 hs a temperatura ambiente y se
procesaron siguiendo protocolos de rutina hasta su inclusion en parafina.

c) Muestras de pared folicular: provenientes de quistes foliculares espontaneos, de
foliculos persistentes, y de foliculos dominantes controles (Parrott y Skinner, 1998). Todas
estas muestras fueron conservadas a -80 °C hasta su procesamiento (extraccion de proteinas
para la técnica de western blot).

d) Muestras de liquido folicular: obtenidas por aspiracion folicular guiada por
ecografia de COD esponténea, de foliculos persistentes y de foliculos dominantes controles, o
mediante aspirado con jeringa (1ml) y aguja (25G) en foliculos intactos de ovarios enteros

obtenidos por ovariectomia (quisticos o controles).

3.2.1. Procesamiento de las muestras para técnicas histolégicas

Todas las muestras de ovarios enteros fueron procesadas mediante técnicas
histoldgicas de rutina. Luego de la fijacion las muestras fueron lavadas en buffer fosfato
salino (PBS), reducidas en su tamafio y procesadas siguiendo protocolos histoldgicos de
rutina para efectuar la inclusion en parafina (Salvetti y col., 2010).

Se efectuaron cortes seriados de 4pum de espesor con un micrétomo rotativo, los que se
montaron en portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropil-triethoxisilane (Sigma,
USA), vy luego se secaron en estufa a 37°C durante 24 horas. Para hacer una caracterizacién
inicial y evidenciar la morfologia de las distintas estructuras ovaricas se utilizo la coloracion

de hematoxilina-eosina.

3.2.2. Procesamiento de las muestras para western blot

Se tomaron fracciones de aproximadamente 60 mg de pared folicular de foliculos
antrales grandes de animales controles y de foliculos quisticos, que fueron colocadas en buffer
RIPA (del inglés: radioimmunoprecipitation assay buffer) con inhibidores de proteasas, luego
fueron homogeneizadas con un homogeneizador de mano Ultra Turrax®. 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 determind la concentracién proteica

de cada muestra mediante el método fluorimétrico (Quant-iT Protein Assay Kit, Qubit,
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Invitrogen, Nueva York, Estados Unidos). Previamente a las lecturas, se utilizé un patron de

referencia para realizar la curva de calibrado.

3.2.3. Procesamiento del liquido folicular

El LF aspirado y transportado en refrigeracion al laboratorio, rico en células de la
granulosa, de quistes foliculares espontaneos, foliculos persistentes y foliculos dominantes de
los animales control, fue centrifugado por 10 minutos a 2000 g (centrifuga refrigerada IEC
Multi RF, Thermo, USA). Asi se separ0 el LF (sobrenadante) del pellet de células foliculares
(adherido al fondo del tubo), siendo finalmente ambas muestras conservadas a -80 °C. El
destino de las células fue el andlisis de ARNm de interés y el LF fue destinado a mediciones

hormonales y de citoquinas mediante kits de ELISA comerciales.
3.2.4. Procesamiento de las muestras para RT-PCR
3.2.4.1. Extraccion de ARN total
El total de ARN fue aislado de pellets de células foliculares provenientes de las
muestras de LF de los foliculos dominantes controles y de quistes foliculares espontaneos,

después del tratamiento con el reactivo TRIzol LS (Invitrogen, Life Technology, CA, USA)

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

v" Se homogeneizaron muestras de aproximadamente 50 mg en 1 mL de reactivo TRIzol
LS (Invitrogen) con un homogeneizador de mano UltraTurrax. Para el caso de células se
utilizaron 750 pl del reactivo y se homogeneizaron por vortex (ZX Classic, VELP
Cientifica®).

v' Seincubd durante 5 min a 25°C.

v" Se adicion6 400 ul de cloroformo para separar la fase acuosa de la organica y se
centrifugo a 12000g durante 20 mina 4 °C.

v' El sobrenadante fue transferido a un eppendorf estéril.

v' Posteriormente se precipité el ARN con un volumen equivalente de isopropanol
incubando durante toda la noche a -20°C y se separ0 por centrifugacion a 12000g.

v" ElI ARN obtenido se lavé con etanol 75% por 10 min a 4°C.

v" Se resuspendié con agua DEPC precalentada a 60°C.
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v" Se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm.

La concentracion de ARN se obtuvo siguiendo la formula detallada a continuacion:
Concentracion de ARN (ug/ml) = Absorbancia 260 nm x 40 pg/ml x 1/dilucion
1 unidad de absorbancia a 260 nm = 40 pg ARN/ml

Las muestras obtenidas se almacenaron fraccionadas a -80°C hasta su utilizacion.

3.2.4.2. Transcripcion reversa

Para eliminar posibles contaminaciones del ARN con ADN gendmico, se realizé un
tratamiento con ADNasa (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
cadenas de ADN copia (ADNc) fueron sintetizadas usando una mezcla de reaccion
conteniendo MMLV (del inglés: Moloney Murine Leukemia Virus) buffer 5X, dithiothreitol
(DTT, 100mM), inhibidor de ribonucleasas (40U/ul, RNaseOUT), retrotranscriptasa (MMLYV,
200U), dexoxiribonucleotidos trifosfatos (ANTP) y cebadores con secuencia al azar. Se utilizé
para ello una cantidad constante de ARN y fueron utilizadas las siguientes condiciones para la

transcripcion reversa:

v 10 min a 25°C para el anillado.
v 50 min a 37°C para la sintesis del ADNc.

v 15 min a 70°C para la inactivacion de la ADNasa.

Todas las reacciones se llevaron a cabo para un volumen final de 20 pl utilizando un

termociclador estandar (TC-3000G, Techne Inc., NJ, USA).

El producto de la reaccion, ADNc simple cadena, se almacend a -20°C hasta su uso.
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3.3. CUANTIFICACION DE HORMONAS EN SUERO Y LIQUIDO FOLICULAR

Las determinaciones hormonales para COD espontanea fueron realizadas previamente
y han sido publicadas por nuestro grupo de trabajo (Amweg y col., 2013).

Para el modelo de persistencia folicular, se determinaron los niveles séricos diarios de
gonadotrofinas y de hormonas esteroides, determinaciones realizadas previamente y
publicadas por nuestro grupo de trabajo (Diaz y col., 2015; Diaz, 2016b). La concentracion de
E2 progesterona y testosterona en suero y LF, fue medida por electroquimioluminiscenica
inmunoensayo (ECLIA del inglés: electrochemiluminescence immunoassay) utilizando Kits
(Roche Diagnostics GmbH, Germany) en un sistema COBAS e411 (Roche Diagnostics), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de 5 pg/ml para
estrdgenos, 0,03 ng/ml para progesterona y 0,02 ng/ml para testosterona. La concentracion de
17-hidroxiprogesterona en suero y LF fue medida por RIA de competicion sin extraccion
comercialmente disponible (Immunotech, Marseille, France) con una sensibilidad de 0,05
ng/ml. Para validar las pruebas de ECLIA y RIA para esteroides, pools de LF y suero de vacas
ovariectomizadas fueron tratados con carbon para generar muestras libres de esteroides
(McNeilly y col., 1991). Diluciones seriadas de estrégenos, testosterona, progesterona y 17-
hidroxiprogesterona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fueron preparadas usando LF o
suero libre de esteroides como diluyente. La recuperacion de dichos estandares de esteroides
gue se agregaron a las muestras individuales antes del ensayo estuvo entre el 82% y el 96%
para las muestras con alta concentracion y entre 79% y 93% para las muestras con baja

concentracion. El coeficiente de variacion intra- e interensayo fue <7 y <6% respectivamente.
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3.4.DETECCION Y CUANTIFICACION DE CITOQUINAS

3.4.1.

Inmunohistoquimica indirecta

Cortes histologicos ovaricos de animales controles procesados de acuerdo a lo

desarrollado en el apartado anterior (3.2.1), con COD esponténea y aquellos provenientes del

modelo experimental fueron utilizados para realizar la técnica de inmunohistoquimica

indirecta con la finalidad de localizar y cuantificar la expresion proteica de IL-1a, IL-1p, IL-
1RA, IL-1RI, IL-1RIl, IL-4, IL-6, IL-8 y TNF-0, utilizando anticuerpos especificos

comerciales, detallados en la tabla 2.

Tabla 2: Anticuerpos primarios, proveedores y condiciones utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Tipoy proveedor

Condiciones

Recuperacion

Tipo de Blogueo

IL-1e
Policlonal (P420A, Endogen)

IL-1B
Monoclonal (MCA1658, Serotec)

IL-1RA
Policlonal (sc-8481, Santa Cruz)

IL-1RI
Monoclonal (NBP1-50304, Novus Biologicals)

IL-1RII

Policlonal (s¢-292522, Santa Cruz)
I1-4

Policlonal (AF2469, R&D Systems)
IL-6

Monoclonal (MAB 686, R&D Systems)
1L-8

Monoclonal (ab34100; Abcam)

TNF-o.
Policlonal (AHP852Z; Serotec)

1/150
Toda la noche a 4°C

1/25
Todala nochea 25°C

1/25
Todala nochea 4°C

1/100
Toda la noche a 25°C

1/25
Todala noche a 4°C

1/25
Todala noche a 4°C

1/400
Todala nochea 4°C

1/150
Todala nochea 4°C

1/100
Toda la noche a 4°C

Antigénica

Intensa en microondas

Intensa en microondas

Proteinasa k

Intensa en microondas

Olla a presion

suero normal de

cabra al 10%

suero normal de
cabra al 10%

suero normal de
burroal 10%

suero normal de

cabra al 10%

suero normal de
cabra al 10%

suero normal de
burroal 10%

suero normal de

cabra al 10%

suero normal de
cabra al 10%

suero normal de
cabra al 10%

Las inmunodetecciones se realizaron sobre cortes de 4 um de espesor, segun se detalla

a continuacion:

v" Se colocaron 10 minutos los cortes en la estufa a 60°C.

v' Desparafinizacion en xilol mediante dos pasajes consecutivos de 15 minutos cada uno.
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v Hidratacion en una serie de alcoholes de graduacién decreciente, a partir de etanol
absoluto (dos pasajes de 2 minutos), etanol 96° (un pasaje de 2 minutos) y finalmente
etanol 70° (un pasaje de 2 minutos).

v" Hidratacion en PBS pH 7,2 durante 5 minutos.

v Tratamiento de recuperacion antigénica. Se realizaron distintos tipos de tratamiento de
acuerdo al anticuerpo primario, detallados en la tabla 1.

Recuperacion antigénica:

Intensa en microondas: en horno de microondas de uso doméstico (potencia maxima
800W). Como solucién de recuperacion se uso buffer citrato 0,01M pH 6,0. Los cortes
fueron colocados en un recipiente de coplin sumergido en un bafio con agua, y fueron
sometidos a la siguiente secuencia de recuperacion: 5 minutos a 100% de potencia,
recarga del coplin con agua destilada, 5 minutos a 100% de potencia, recarga del
coplin con agua destilada, 6 minutos al 40%, recarga del coplin con agua destilada, 6
minutos al 40 % y 20 minutos dentro del microondas apagado.

Proteinasa k: Esta recuperacion antigénica se realizo luego del blogueo de la actividad
enddgena de la enzima peroxidasa. Posteriormente se realizaron 3 lavados de
5 minutos en agua destilada. Como solucién de recuperacion se usé proteinasa K
(Dako S3004, North America Inc.) en buffer tris-HCI 50 mM pH 7,5 en una
proporcién de una gota de proteinasa K cada 2 ml de dicho buffer. Se cubrié el corte
con la dilucion de la enzima, se incubd durante 3 minutos a 25°C en camara himeda,
luego se realizaron dos lavados con PBS de 5 minutos.

Olla a presion: Se coloco el coplin con buffer EDTA 1 mM pH 8,0 con 0,05% de
Tween y precalentd en una olla a presion durante 20 minutos. Luego se colocaron los
preparados en el coplin con el buffer precalentado, cerrando la tapa de la olla
correctamente, durante 20 minutos. Finalmente se dejo enfriar 20 minutos dentro de la

olla destapada con el fuego apagado.

v Serealizé un lavado en PBS de 5 minutos.

v Bloqueo de la actividad enddgena de la enzima peroxidasa, sumergiendo los cortes
durante 10 minutos en una solucion al 3% de peroxido de hidrogeno en metanol
absoluto, agregando nuevamente el mismo volumen de peréxido de hidrégeno a los 10
minutos.

v" Se realizaron tres lavados en PBS durante 5 minutos.
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v Bloqueo de los sitios de unidn no-especificos incubando 15 minutos a temperatura
ambiente en camara himeda con una solucion de suero normal de cabra al 10% o
suero normal de burro 10%, segun corresponda (detallado en la tabla 1).

v"Incubacion con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C (en heladera) o 25°C
(en estufa), segun corresponda, en las diluciones adecuadas para las proteinas a
detectar (detallado en la tabla 2) en cadmara humeda. Para los controles de
especificidad (controles negativos) se sustituyo el anticuerpo primario por PBS-BSA.

v" Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

v" Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado monoclonal o policlonal (segin
corresponda y en la dilucién apropiada), o con el anticuerpo secundario universal del
kit Cytoscan HRP Detection System, durante 30 minutos a temperatura ambiente
(detallado en la tabla 3) en cdmara humeda.

v" Se realizaron dos lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

v" Incubacion con complejo streptavidina (Cytoscan HRP Detection System Cell
Marque) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

v" Se realizaron tres lavados consecutivos con PBS, 5 minutos cada uno.

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

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

apropiados.

Tabla 3: Detalle de los anticuerpos secundarios utilizados y las condiciones de uso en la técnica de
inmunohistoquimica.

Anticuerpo Secundario Proveedor Dilucion

Goat anti-mouse

Santa Cruz sc-2039 1/100
1gG Biotinilado At iz 56
Goat anti-rabbit = s Crom s A 00
IgG Biotinilado manta Lz se-04% F1ot
Donkey anti-goat .
S, .g Santa Cruz sc-2042 1/100
IgG Biotinilado
Secundario (Cytoscan-HRP-Detection List
Universal System-Cell Marque) 1510 para usar
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En aquellos ensayos donde se emple6 como anticuerpo primario a IL-1a, IL-1RII, L-6
y TNF-a se realizd6 una modificacion a la técnica de rutina, omitiéndose la recuperacion
antigénica.

Para la evaluacion de IL-1a, IL-1p, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RII, IL-4, IL-6, IL-8 y TNF-
a en los grupos de COD espontanea, persistencia folicular y controles, se digitalizaron
imagenes de cada una de las capas de la pared folicular de foliculos primarios, preantrales
pequefios y grandes, antrales, atrésicos (en todos los grupos), dominantes (grupo control),
foliculos persistentes (en los grupos PO, P5, P10 y P15) y foliculos quisticos (en el grupo de
COD espontanea).

3.4.2. Western blot

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de la especificidad de los anticuerpos
utilizados.

Se realizd la electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida (acrilamida-
bisacrilamida, 29:1) en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). El
tamafio del poro para el gel de resolucion se correspondié con una concentracion de
acrilamida de 10% (IL-1B e IL-1RA), de 12% (IL-1a, IL-1RI, IL-1RII, IL-6 y TNF-a) y de
17% (IL-4 e IL-8). Se utilizaron homogeneizados de pared folicular de foliculos antrales
controles y quisticos (Parrott y Skinner, 1998).

Se prepararon las muestras, procesadas de acuerdo a lo desarrollado en el apartado
anterior (3.2.2), diluyendo 1:2 con buffer de muestra en condiciones reductoras para SDS-
PAGE, y posteriormente se incubaron en bafio termostatico a 95°C por 5 minutos. Se utiliz
una cuba vertical y el buffer de corrida Tris-Glicina con 0,1 % de SDS, pH 8,3. Segun los
valores obtenidos de la cuantificacion mediante el método fluorimétrico (Quant-iT Protein
Assay Kit, Qubit, Invitrogen), se sembraron 40 u 80 pg de proteinas segun el caso (80 pg para
IL-4 e IL-8 y 40 ng para el resto de los anticuerpos). Luego se realizo la electroforesis a 25
mA para el gel de apilamiento, y se continué a 50 mA hasta la visualizacion del frente de
corrida en el borde inferior del gel de resolucion. EI marcador de peso molecular (PM) que se
utilizo se detalla en la figura 23. Para la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de las
proteinas separadas en el gel, se empled el buffer de transferencia Towbin modificado,
compuesta por Tris-Glicina y 20% de metanol. Dicha transferencia se realiz6 en frio, a 100V

durante 1 hora, condiciones utilizadas para todos los casos. Al término de este periodo se
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coloreé la membrana con el colorante Rojo Ponceau para comprobar la efectividad de la
transferencia. Una vez verificada, se procedié al lavado de la membrana y posterior guardado
de la misma a 4-6°C hasta proceder a la inmunodeteccion de las proteinas detalladas en la
tabla 4.

(KDa)

225 Azul

150 Rojo

102 Verde

76 Amarillo

52 Violeta

38 Azul

31 Naranja

24 Verde

17 Azul

12 Rojo Figura 23: Marcadores de PM para SDS-PAGE, amplio espectro
Full-Range Rainbow™, GE Healthcare (Rainbow™, RPNSOOE, GE Healthcare).

Para la inmunodeteccion de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa se emple6

el siguiente protocolo:

v Bloqueo los sitios de union inespecificos con tris buffer salino-tween 20 (TBS-T)
leche 5%, 5 horas a temperatura ambiente y en agitacion.

v' Lavado a temperatura ambiente en agitacion (agitador orbital BOECO 0S-10,
Alemania) con TBS-T:
-Dos lavados rapidos
-Cinco lavados de 5 minutos

v Incubacion con el anticuerpo primario (tabla 4) durante toda la noche a 4°C (en
heladera). Para la dilucion del anticuerpo primario se utilizé TBS-T BSA 2,5%.

v’ Lavado a temperatura ambiente con TBS-T:
-Dos lavados rapidos
-Cinco lavados de 5 minutos

v Incubacion con el anticuerpo secundario durante una hora y media a temperatura
ambiente en agitacion. Para la dilucion se utilizd TBS-T BSA 2,5%. Los datos y las

condiciones de uso de los anticuerpos estan descriptos en la tabla 4.
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v' Lavado a temperatura ambiente en agitacion con TBS-T:

-Dos lavados répidos

-Cinco lavados de 5 minutos

v Preparacion el reactivo quimioluminiscente (ECL Plus, GE Healthcare), incubacion

del reactivo por 5 min sobre la membrana depositada en un recipiente.

v" Escurrir la membrana y colocarla entre dos hojas de papel celofan.

v Exposicion de la membrana en placas radiograficas (GE Helthcare) en cuarto oscuro y

revelado de la misma con los reactivos de revelado y fijado (Kodak).

v Lavado con agua destilada.

v’ Secado de la placa a temperatura ambiente.

Anticuerpo

Primarios
IL-1a
IL-1p

IL-1RA
IL-1RI
[L-1RIT
IL-4
IL-6
IL-8
TNF-a

Secundarios

Goat anti-mouse

IgG HRP

Goat anti-rabbit

IgG HRP

Donkey anti-goat

IgG HRP

Clon

Policlonal
Monoclonal
Policlonal
Monoclonal
Policlonal
Polyclonal
Monoclonal
Monoclonal

Policlonal

Monoclonal

Policlonal

Policlonal

Proveedor

Endogen (P420A)
Serotec (MCA1658)

Santa Cruz (sc-8481)
Novus Biologicals (NBP1-50304)
Santa Cruz (sc-292522)
R&D Systems (AF2469)
R&D Systems (MAB 686)
Abcam (ab34100)

Serotec (AHP8527)

Santa Cruz (sc-2005)

Santa Cruz (sc-2004)

Santa Cruz (sc-2020)

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

Dilucion

1/50
1/500
1/150
1/100

1/100

1/50

1/100

1/6.000

1/10.000

1/20.000
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Las diferentes citoquinas fueron identificadas en base a sus diferentes pesos

moleculares (tabla 5).

Tabla 5: Peso molecular (PM) de las citoquinas evaluadas.

Anticuerpo PM

IL-la 17kDa
_ 17 kDa (forma madura)
IL-1p , '

35 kDa (pro-I1L-1[)

IL-1RA 22 kDa

IL-1RI 606 kDa
45 kDa (forma soluble)

IL-1RII

68 kDa (de membrana)

IL-4 15kDa

IL-6 26 kDa

IL-8 11 kDa
TNF-o. 17 kDa (forma madura)

26 kDa (pro-proteina)

3.4.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Las concentraciones de IL-1p, IL-4, IL-6 e IL-8 en suero y LF en todas las vacas se
cuantificaron usando kits de ELISA comerciales (IL-1p bovina, IL-4 bovina, IL-6 bovina,
Thermo Scientific Inc., Rockford, USA; IL-8 bovina, LifeSpan BioSciences, Inc.,
Washington, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Previo a la realizacion del ensayo, todas las muestras fueron procesadas de acuerdo a
lo desarrollado en el apartado anterior (3.2.3). La placa se sensibilizo durante la noche con el
anticuerpo de captura y se bloque6 con una solucion de BSA 4%, sacarosa 5% en D-PBS.
Todas las muestras de LF y suero, provenientes de foliculos persistentes (PO, P5, P10 y P15),
de foliculos dominantes controles y de quistes espontaneos, se utilizaron sin diluir. Se

colocaron muestras de LF, suero y patrones por duplicado en los pocillos de la placa y se
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incubaron a temperatura ambiente durante una hora (IL-1p e IL-6) o una hora y media (IL-4).
Una placa sensibilizada es provista por el fabricante en el caso de la IL-8, el estandar y las
muestras fueron incubadas por dos horas a 37°C. Las muestras se lavaron y se afiadio el
anticuerpo de deteccidn (anticuerpo conjugado con biotina) y se incubd durante 1 h. Después
de lavados apropiados, se afiadio estreptavidina conjugada con la enzima peroxidasa y se
realizo la incubacion durante 30 min. La reaccion fue evidenciada mediante el revelado con
una solucién de TMB como cromdgeno, el cual fue incubado durante 20 minutos para IL-1p,
IL-4 e IL-6 y 30 minutos para IL-8. La reaccion se detuvo con solucién de H,SO4 0,16 M y se
realizaron lecturas a 450 nm en un lector de ELISA (Microplate Reader, SPECTROstarNano,
BGM / LABTECH, Ortemberg, Alemania). El limite inferior de deteccion fue de 7,8 pg/ml
para IL-1p e IL-8, 15,6 pg/ml para IL-4 y 19,5 pg/ml para IL-6.

3.4.4. Analisis digital de imagenes

Las imagenes analizadas, fueron obtenidas usando una camara digital Nikon DS-Fi2
(Tokyo, Japan), acoplada a un microscopio optico Nikon Eclipse Ni utilizando un objetivo de
40X de aumento. La resolucion de las imégenes fue establecida en 1200 x 1600 pixeles. El
andlisis digital de imagenes de preparados histoldgicos se realiz6 mediante el programa
informatico Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

El area inmunohistoquimicamente marcada se calculd a través de la segmentacién de
colores seleccionando los objetos con reaccion marron moderado/intenso (dada por la
reactividad del cromoégeno utilizado) como rango positivo. Dicha coloracion fue elegida con
una sensibilidad de 4 (maximo 5). Posteriormente fue aplicada una mascara para la separacién
permanente de los colores y se realiz6 un histograma para determinar el porcentaje del area
marcada sobre el area total evaluada (Salvetti y col., 2010).

Las placas obtenidas del revelado por quimioluminiscencia fueron escaneadas con un
escaner de oficina (EPSON L555) con alta resolucion (1200 dpi) y formato JPG.

3.4.5. Evaluacion semicuantitativa de la expresion génica de IL-1a, IL-6 y TNF-a
La evaluacion de la expresion génica se realizd mediante PCR en tiempo real sobre

muestras de células proveniente de los aspirados de LF de quistes espontaneos provenientes
de animales con COD Yy foliculos de animales controles.
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Como gen de referencia se evalud la expresion de p-actina, siendo un gen de

expresion constitutiva.

3.4.5.1. Cebadores

Basados en secuencias publicadas en Genbank para Bos taurus se disefiaron cebadores
especificos (forward y reverse) para amplificar ARNm de IL-6 y TNF-«, utilizando el
software Primer-Quest (http://www.idtdna.com/Primerquest/Inicio/indice). Los cebadores
para IL-/a y p-actina fueron descritos por Riollet y col. (2001). La especificidad de los
cebadores y productos de amplificacion se verificaron in silico utilizando el programa BLAST
(del inglés: Basic Local Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Con el fin de identificar las poblaciones celulares se emplearon cebadores especificos
para amplificar las secuencias codificantes de los genes CYP19A1 (especifico de células de la
granulosa, correspondiente a la enzima P450arom) y CYP17A1 (especifico de células de la
teca, correspondiente a la enzima P450c17), los mismos fueron disefiados por Lagaly y col.

(2008). Las secuencias de los distintos cebadores se muestran en la Tabla 6.

3.4.5.2. Procesamiento de ADN copia (ADNCc)

La técnica de obtencion de ADNCc fue descripta en el punto 3.2.4.2. La concentracion
de ADNCc fue obtenida mediante un método fluorimétrico (Qubit™, Invitrogen). Brevemente,
se incub6 una alicuota de cada muestra de ADNc con las cantidades correspondientes de
buffer de reaccion y reactivo de color (Invitrogen) a 25°C, y luego se realiz6 la lectura de la

concentracion en el equipo Qubit.

3.4.5.3. Andlisis de las poblaciones foliculares

Se realizaron reacciones de amplificacion por PCR de punto final utilizando los
cebadores especificos para CYP19A1 y CYP17A1 descriptos en la tabla 6, que permiten
confirmar las poblaciones celulares en las muestras de COD. A través de esta identificacion
las muestras pudieron ser clasificadas y sdlo fueron destinadas a su analisis aquellas muestras
de COD espontanea y controles que fueron positivas para CYP19A1 (células de la granulosa)
y CYP17A1 (células de la teca).
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Las PCR se realizaron en un termociclador TC-3000G (Techne Inc., NJ, USA) de
acuerdo a las condiciones estandarizadas para cada par de cebadores. Se incluyeron en ambos
casos controles negativos (reemplazando el ADNc por agua DEPC) y positivos (utilizando
ADNCc de pared folicular completa).

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl conteniendo 10 ng
de ADNc, cebadores (20 uM), 2,5 ul de buffer Taq 10X (50 mM KCI; 20 mM Tris-HCI, pH
8,4), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP; y 2 U Taq polimerasa (5 U/ul) (todos los
reactivos fueron provistos por Invitrogen).

El programa utilizado incluy6 un tiempo inicial de desnaturalizacion de 3 minutos a
94°C, seguido de 35 ciclos de: 45 segundos a 94°C para la desnaturalizacién del ADNc, 30
segundos a 60,8 °C (para CYP17Al) o 55,4 (para CYP19A1) para la hibridacién de los
cebadores y 1 minuto 30 segundos a 72°C para la extension a partir de los mismos. Un altimo
paso a 72°C durante 10 minutos fue necesario para la extensién final de todos los productos
amplificados.

Los productos de todas las PCR fueron sembrados en geles de agarosa al 2%
conteniendo solucion tamponada TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 0,5 mM EDTA, pH 8,0) y
colorante de &cidos nucleicos GelRed 1X (Biotium, CA, USA). Paralelamente a las muestras,
se sembr6 1 pl del marcador de pares de bases (Ladder 100 pb, PBL Productos Bio-L0gicos,
Buenos Aires, Argentina) con el objetivo de determinar la correspondencia del producto
amplificado con el tamafio esperado. La electroforesis se efectud a voltaje constante (80 V).
Las bandas obtenidas se visualizaron en el gel bajo luz UV de un transiluminador (Labnet,
Edison, Estados Unidos).

3.4.5.4. Amplificacion mediante PCR en tiempo real

Se utilizo un protocolo de PCR en tiempo real optimizado para analizar la expresion
de ARNm de los genes de IL1-a, IL-6 y TNF-« utilizando SYBR Green | (Invitrogen) (Pfaffl,
2001) y segun la guia de MIQE (Bustin y col. 2009). La cantidad relativa del ARNm de las
citoquinas se normalizé a una cantidad constante de ARNm de [-actina como gen de
referencia (Robinson y col., 2007). Las PCR se realizaron usando concentraciones definidas
de cebadores forward/reverse especificos como se detalla en la tabla 6.

Cada reaccion de PCR se realiz6 por duplicado en un volumen total de 20 ul que
contenia 4 pl de cDNA (500 ng/ml), 4 pl de buffer de reacciéon Phire 5X, 0,5 pul de cada 10
mM de cebadores, 0,2 mM dNTPs, 1 ul SYBR Green I (Invitrogen), 0,05 ul Phire Taq
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polimerasa (Thermo Fisher Scientific Company, Finlandia) y 14 pl de agua tratada con DEPC
esteril.

Los niveles de los transcriptos se midieron por cuantificacion relativa en un
termociclador en tiempo real StepOne (Applied Biosystems, Life technology, CA, USA) y se
analizaron mediante el software REST 2009 V2.0.13 (Pfaffl y col., 2002) que determina la
diferencia entre muestras de interés y controles, teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccion
y la normalizacidn con el gen de referencia (B-actina). Se utilizaron las siguientes condiciones
térmicas: 40 ciclos de desnaturalizacion a 98°C durante 5 segundos, anillado a 58°C (IL-1«),
56°C (IL-6), 62°C (TNF-a) y 60°C (B-actina) durante 20 segundos y extension a 72°C durante
25 segundos. Se realizd un Unico paso de desnaturalizacion inicial a 98°C durante 3 min y un
paso de extension final a 72°C durante 10 minutos.

La eficiencia de las PCR vy las cantidades relativas se determinaron a partir de una
curva estandar de seis puntos. Las curvas estandar se construyeron a partir de una serie de
diluciones de un pool de ADNCc vy la eficiencia de PCR se calcul6 usando el software StepOne
v2.2 (Applied Biosystems).

Los niveles de expresion de ARNm de los genes se registraron segun los valores de
sus Cts (ciclo umbral, del inglés: cycle threshold) valor que corresponde al nimero de ciclos
en los que la sefial de fluorescencia podria detectarse por encima de un valor umbral y se
calcul6 usando StepOne v2.2. Se incluyeron controles negativos (agua tratada con DEPC) en
todos los ensayos. La pureza del producto se establecié mediante curvas de disociacion y las
muestras (aleatorias) se sometieron a electroforesis en gel de agarosa para verificar los

tamanos de los productos.
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Tabla 6: Pares de cebadores (secuencia de cebadores forward/reverse, 5'—3") usados para PCR en tiempo
real.

N°de Longitud del Temperatura

Nombre Secuencia (5" - 37) ' Referencia
GenBank Producto de anillado
IL-14
Forward TGCAAGCTATGAGCCACTTC .
M37210 291 pb 58°C Riollet y col., 2001
Reverse GCATTCCTGGTGGATGACTC
IL-6
Forward | GATGCAGTCTTCAAACGAGTGGGT ) ) .
X57317.1 163 pb 56°C Este estudio
Reverse AGGTTTCTGACCAGAGGAGGGAAT
TNF-a
GTGCCTCAGCCTCTTCTCCTTCCT
Forward 714137 187 pb 62°C Este estudio
Reverse GTGGGCTACCGGCTTGTTACTTGA
CYP1741
Forward GGAGGCGACCATCAGAGAAGTGC
NM._ 174304 319 ph 60.8°C Lagaly y col., 2008
Reverse | CAGCCGGGACATGAAGAGGAAGAG
CYP1941
Forward TAAAACAAAGCGCCAATCTCTACG
BTCYP19 341 pb 55.4°C Lagaly y col., 2008
Reverse GGAACCTGCAGTGGGAAATGA
f-actina
CGGAACCGCTCATTGCC
Forward BT030480 290 pb 60°C Riollety col.. 2001
Reverse ACCCACACTGTGCCCATCTA

IL: Interleuquina. TNF: Factor de necrosis tumoral. CYP17A1: citocromo P450 17hidroxilasa/17,20-liasa. CYP19A1: citocromo
P450 aromatasa. pb: pares de bases.

3.4.5.5. Analisis de la secuencia nucleotidica

La identidad de los productos de PCR se confirmd mediante secuenciacion de ADN
usando el servicio de secuenciacion de Macrogen Sequencing Service (Macrogen, Korea).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas empleando el software BioEdit Sequence
Alignment Editor y posteriormente fueron evaluadas, mediante la herramienta BLAST, para

verificar los porcentajes de similitud con las secuencias depositadas en GenBank.
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3.5. EVALUACION ESTADISTICA

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el programa SPSS
15.0.1 para Windows (Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las pruebas de
homogeneidad de la varianza entre grupos se realizO mediante un test de Levene y la
normalidad se verifico por el test de Kolmogorov-Smirnov.

Para el analisis morfométrico, se realizd un andlisis de la varianza de los datos
aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y como analisis posterior se
aplicd el post-test de Duncan.

Las concentraciones séricas y en LF de E2, progesterona, 17-hidroxiprogesterona y
testosterona en los animales controles y tratados al momento de la toma de muestras, fueron
comparados mediante analisis de la varianza (ANOVA), y como analisis posterior se aplico el
post-test de Duncan.

Para evaluar la expresion proteica mediante inmunohistoquimica, se realiz6 un analisis
de la varianza de los datos aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y
como analisis posterior se aplicd el post-test de Duncan. Se analizaron por separado las
estructuras foliculares analogas (foliculos primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales,
atrésicos, peristentes y quisticos) de cada grupo en estudio. También se compararon los
quistes espontaneos o foliculos persistentes (PO, P5, P10 y P15) con los foliculos dominantes
del grupo control (como estructuras de referencia). Ademas, se evalué el comportamiento de
la expresion proteica a lo largo de la foliculogénesis dentro de cada grupo en estudio. La
comparacion entre dos grupos de muestras se realizé mediante la prueba t-Student.

Para evaluar la concentracion de citoquinas en LF y suero mediante ELISA, se realiz
un analisis mediante ANOVA seguido por el analisis posterior del post-test de Duncan para
determinar las diferencias entre los grupos de persistencia folicular y animales controles. Se
compararon los niveles en suero y LF dentro de cada grupo usando una prueba t-Student. Para
los grupos COD vy controles los datos se analizaron mediante la prueba t-Student para
determinar las diferencias entre los grupos y dentro de cada grupo.

Para todos los analisis estadisticos, p<0,05 se consideré significativo. Los valores se
expresaron como el promedio £ el desvio estandar (DE) o como el promedio * el error
estandar de la media (EEM).
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4.1. RESULTADOS DE PROCEDIMIENTOS EFECTUADOS CON ANIMALES

4.1.1. Diagndstico y obtencion de muestras provenientes de casos de COD espontanea

Se obtuvieron ovarios con quistes espontaneos de 10 vacas de la raza Holando
Argentino (64,8 = 24,9 meses de edad; 3,3 + 1,5 lactancias) de establecimientos de la zona.
Los foliculos quisticos obtenidos presentaron un didmetro promedio de 35+6 mm con una
morfologia compatible a la descripta en la bibliografia (Silvia y col., 2002; Wiltbank y col.,
2002; Bartolomé y col., 2005; Vanholder y col., 2006). Esto fue definido mediante
diagndstico ecogréfico y tacto rectal. Todas las vacas diagnosticadas con COD a campo
presentaban foliculos Unicos o mdltiples, pared folicular menor a 3 mm, ausencia de CL y
falta de tono uterino. Microscopicamente también se observaron foliculos en varios estadios
de desarrollo incluyendo foliculos primarios, preantrales pequefios, preantrales grandes,
antrales y atrésicos y, en todos los casos, ausencia de tejido luteal activo. Las capas granulosa
y teca presentaron células aparentemente sanas, sin procesos degenerativos. La persistencia de
los foliculos quisticos en estas vacas fue imposible de determinar de manera exacta, pero se
estim6 en mas de 10 dias debido a la falta de tono uterino a la palpacion rectal (Bartolomé y
col., 2005). A nivel microscopico, este hecho quedo reflejado en la morfologia de las células
de la granulosa, donde algunos quistes presentaron ausencia total o parcial de dicha capa
debido al envejecimiento folicular como consecuencia de una persistencia muy prolongada.
Cabe aclarar que las evaluaciones histologicas e inmunohistoquimicas se realizaron solamente
en los foliculos quisticos que presentaban células de la granulosa. Parte de estos resultados
han sido publicados previamente (Amweg y col., 2013).

Se obtuvo la siguiente informacion brindada por el personal de los establecimientos
gue colaboraron con sus animales en el ensayo: edad, nimero de lactancias, padre, madre,
produccion de leche, fecha del ultimo parto, produccion de la lactancia anterior, fecha del
ultimo celo, condicién corporal, enfermedades, fecha de diagnostico del quiste, época del afio,
intervalo parto-diagndstico, hallazgos a la ecografia, tratamiento, respuesta al tratamiento y
relacién energia/proteina de la dieta. Dichos datos fueron destinados a estudios paralelos a la
presente tesis. Por otro lado, pudieron obtenerse muestras de LF de quistes foliculares de
animales con COD espontanea de 15 animales y muestras de LF de foliculos preovulatorios
de 10 animales controles. Estas muestras se destinaron a la evaluacién de los perfiles

hormonales.
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4.1.2. Induccion de foliculos persistentes mediante dispositivos de progesterona

Parte de las determinaciones hormonales y la caracterizacion morfoldgica de los
ovarios provenientes del modelo experimental, fueron presentadas en una tesis anterior (Diaz,
2016b). Durante el protocolo descripto en la seccion 3.1.2, fue posible evidenciar el desarrollo
de foliculos de hasta 15 dias de persistencia en el 95% de los animales tratados. Los foliculos
se observaron mediante ultrasonografia, como estructuras esféricas, uniformes, no ecogénicas,
con una pared delgada de < 3 mm de espesor, acompafiados de ausencia total de tonicidad
uterina (figura 24). Ademas, se comprobd el crecimiento de estas estructuras hasta un
didmetro cercano al del foliculo ovulatorio e incluso superior, considerandose éstos como
quistes cuando presentaron mas de 6 dias de persistencia y alcanzaron un diametro mayor a 20
mm. Asimismo, con el andlisis de las imagenes ecograficas se verifico la respuesta al
protocolo hormonal, en los animales controles y en los animales de los grupos experimentales
de persistencia folicular. En todos los animales, al momento de la ultima inyeccion de PGF2a,
se detect6 un unico foliculo dominante. EI diametro promedio de los foliculos preovulatorios
en los animales controles durante el ultimo examen ultrasonogréafico antes de la ovulacion fue
de 17,6 +/- 0,3 mm. En los animales experimentales el tratamiento con progesterona de larga
duracién permitié la persistencia de los foliculos preovulatorios de 12,6 +/- 3,0 mm de
diametro al inicio del proestro y de 15,6 +/— 1,8 mm de diametro, 24 h antes del dia 0
(momento esperado de ovulacion en controles). Estos foliculos establecieron su persistencia
con un tamafio de 16,3 +/- 3,0 mm en el dia 0, llegando a 18,3 +/- 2,1 mm a los 5 dias y a 18,0
+/- 3,6 mm el dia 10 de persistencia. La induccion exitosa de foliculos persistentes fue
confirmada, por la ausencia de la ovulacion del foliculo dominante y el incremento en su
diametro a través de los 15 dias del tratamiento con progesterona. Un incremento significativo
en el diametro de los foliculos persistentes fue detectado en el dia 11 y también en los
siguientes dias del tratamiento con progesterona. En el dia 15 de persistencia (15 dias
posteriores a la ovulacion en controles), el didmetro de los foliculos persistentes alcanzo un

promedio de 23,0 +/- 0,6 mm (figura 24).
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Figura 24: (A) Didmetro maximo de los foliculos preovulatorios y persistentes en vacas del grupo control
(®) y tratado (m) respectivamente. Media + EEM del diametro folicular interno y diferencias con el
correspondiente al foliculo preovulatorio en el grupo control. (B). Imégenes ecogréficas representativas del
foliculo preovulatorio y persistentes de 0, 5, 10 y 15 dias (Adaptado de Diaz y col., 2015).

Al andlisis microscopico de los cortes histologicos de ovarios de los animales
controles presentaron foliculos normales en todos los estadios de desarrollo y atresia. Los
ovarios de las vacas tratadas presentaron estructuras en todos los estadios de crecimiento y
desarrollo, incluyendo foliculos primordiales, primarios, preantrales pequefios y grandes,
antrales, foliculos con diferentes grados de atresia y un Unico foliculo persistente. En los
animales tratados, igual que en los controles, el CL estuvo ausente en todos los casos. Todos
los foliculos persistentes presentaban una capa de celulas de la granulosa con diferentes
grados de conservacion, una teca interna muy vascularizada y una teca externa muy rica en
colageno. Microscépicamente, a medida que la persistencia folicular fue progresando, las
capas de células de la granulosa mostraron una gran proporcion de células con apoptosis y una
pérdida de las células cercanas al antro, las cuales se presentaron frecuentemente separadas de
la capa de células de la granulosa, frecuentemente dispersas en la cavidad antral. Sin embargo,
una alta proporcién de células de la granulosa de la zona basal mantuvieron su integridad y

salud. Los pliegues frecuentemente presentes en la pared de este tipo de foliculos,
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conservaban ambos tipos de células. Ademas, en algunas &reas de estos foliculos, la
membrana basal fue poco evidente. Sumado a esto, no se observaron signos de luteinizacion
en las capas de células de la granulosa y teca en ninguno de los foliculos persistentes de todos
los grupos tratados. Es importante remarcar que el espesor promedio de la capas de células
disminuyé con el tiempo de tratamiento, presentdndose al dia 15 de persistencia menor
espesor tanto en la capa de células de la granulosa como de la teca en relacion a los foliculos

preovulatorios controles y persistentes del dia O de persistencia (p<0,05) (figura 25).
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Figura 25: Iméagenes microscopicas representativas (A) y analisis histomorfométrico (B) de la pared
folicular de los foliculos preovulatorios de las vacas control (n=5) y foliculos con 0, 5, 10 y 15 dias de
persistencia folicular de vacas tratadas (n=5 en cada dia). Una disminucidn en el grosor de las células de la
granulosa (G) y de la teca (T) fue observado a los 15 dias de persistencia en relacion con los foliculos
preovulatorios (p <0,05). Los valores representan la media + EEM. Barras=50 pm (Adaptado de Diaz y col.,
2015).
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4.1.2.1. Concentracion de hormonas esteroides en suero y liquido folicular en animales
con foliculos persistentes

A continuacién, en la figura 26, se esquematiza la concentracion de E2, progesterona,
17-hidroxiprogesterona y testosterona en suero y LF obtenido al momento de la ovariectomia
de animales control y tratados con progesterona (muestras obtenidas a los 0, 5, 10 y 15 dias de
persistencia). Los niveles de E2 séricos se incrementaron gradualmente desde el proestro
hasta el dia 10 de persistencia, para luego reducirse a valores similares a aguellos encontrados
en el proestro (p<0,05). Las vacas con 0 y 5 dias de persistencia folicular tuvieron una
concentracion significativamente mayor de progesterona en suero (p<0,05) en comparacion a
los grupos P10, P15 y controles en proestro. A su vez, la 17-hidroxiprogesterona presenté una
reduccidn significativa a los 5 dias de persistencia en relacion con el proestro y también con
los 0 y 10 dias de persistencia (p<0,05), mostrando a los 15 dias de persistencia un aumento
significativo en sus concentraciones (p<0,05). Los niveles de testosterona mostraron un
incremento significativo (p<0,05) desde el proestro hasta el dia 15 de persistencia.

Las concentraciones en el LF de E2 fueron relativamente mayores durante la fase
folicular y después de 0, 5 y 10 dias de persistencia, en comparacion a los 15 dias de
persistencia (p<0,05). Las concentraciones de progesterona fueron mayores en el LF de
foliculos preovulatorios (p<0,05) que en el de foliculos persistentes. Los niveles 17-
hidroxiprogesterona se incrementaron progresivamente durante todo el periodo experimental
desde la etapa de foliculo preovulatorio hasta los 15 dias de persistencia (p<0,05), sin
observarse diferencias entre el foliculo preovulatorio y el dia O de persistencia. La
concentracion de testosterona fue relativamente menor en los foliculos preovulatorios y se
mantuvo baja hasta los 10 dias de persistencia, siendo significativamente mayor a los 15 dias

de persistencia (p<0,05).
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Figura 26: Concentracidn de hormonas esteroides en suero y LF en animales con foliculos persistentes. Las
barras representan las medias + EEM para cada hormona en suero o LF. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0,05).
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4.2. EXPRESION Y LOCALIZACION DE CITOQUINAS EN OVARIOS DE ANIMALES
COD ESPONTANEA

La expresion génica de IL-/a, IL-6 y TNF-o fue detectada por PCR en tiempo real.
Todas las muestras de células foliculares obtenidas por aspiracion folicular fueron positivas
para el ARNm de CYP19A1 y CYP17A1, confirmando asi la presencia de células de la
granulosa y teca respectivamente, en todas las muestras analizadas. La identidad de los
productos de PCR fue confirmada por secuenciacion (rango 97-99% de homologia con
secuencias de referencia bovina). No se observaron diferencias en la expresion del gen g-
actina entre los diferentes grupos evaluados (p>0,05).

La expresion proteica de IL-1a, IL-1pB, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RII, IL-4, IL-6, IL-8 y
TNF-a fue detectada y localizada por inmunohistoquimica. Las reacciones fueron negativas
en todos los controles negativos. La corroboracion de la especificidad de los anticuerpos
usados para inmunohistoquimica se realizd mediante western blot. De esta manera se
confirmd que los anticuerpos para las citoquinas evaluadas se unieron a especificamente y no
generaron reacciones cruzadas, como se muestra en las figuras 32, 37, 43, 48, 53, 58, 65, 71,
78.

421, IL-1a

4.2.1.1. Expresion génica

IL-/a se detectd en las células foliculares de los quistes y muestras control. EI ARNm
de IL-/a so6lo fue cuantificable en tres ovarios controles (de un total de quince muestras). Sin
embargo, en las muestras cuantificadas, no se observé diferencia significativa entre la

expresion de las células de los foliculos quisticos y la de los controles (figura 27).
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4.2.1.2. Expresion proteica y localizacion

La IL-1a fue localizada por inmunohistoquimica en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todos los foliculos y grupos analizados. En células de la
granulosa del grupo control la expresion fue mayor en los foliculos primarios y preantrales en
relacion a los foliculos antrales y atrésicos (p<0,05). Ademas, en las células de teca, la menor
expresion se determind en foliculos preantrales grandes en relacion a los foliculos antrales

(p<0,05), sin diferencias con los foliculos atrésicos (p>0,05) (figuras 28 y 32).
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Figura 28: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo control. El andlisis se realiz en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) o nimeros
(teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo COD espontanea la expresion fue mayor en células de la granulosa de los
foliculos primarios, preantrales pequefios y quiste en relacién a los foliculos antrales y
atrésicos (p<0,05). No se observaron diferencias entre las distintas categorias foliculares
durante la foliculogénesis a nivel de las células de la teca interna (p>0,05) (figuras 29 y 32).

La comparacion entre grupos (control y COD espontanea) no mostro diferencias en la
expresion de IL-1a en células de la granulosa de foliculos primarios, preantrales pequefios,
preantrales grandes y atrésicos. En los foliculos antrales la expresion fue mayor en controles
en relacion al grupo de COD espontanea. También, se compard la expresion de IL-1a en
quistes en relacion a foliculos antrales del grupo control, pudiéndose evidenciar que los
quistes espontaneos mostraron mayor expresion con respecto a los foliculos antrales del grupo

control, tomados como estructuras de referencia (figuras 30 y 32).
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Figura 29: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 30: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. * indica
diferencias significativas entre dos categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Los niveles de expresion de IL-1a fueron similares en las células de la teca interna.

Ademas, no se hallaron diferencias cuando se compararon quistes en relacion a foliculos

antrales del grupo control que fueron tomadas como estructuras de referencia (p>0,05)
(figuras 31y 32).
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Figura 31: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 32: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-1a en animales de los grupos control y COD esponténea. Se muestra
ademas un control negativo de la técnica de inmunohistoquimica. La barra
indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-1a (17 kDa).
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422. IL-1p
4.2.2.1. Expresion proteica y localizacion

La IL-1pB fue localizada por inmunohistoquimica en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todos los foliculos y grupos analizados. Se observo una
elevada expresion en las células de la granulosa de todos los grupos evaluados y, por el
contrario, se detectd baja expresion en células de teca interna. Al evaluar la expresion proteica
a traves de la foliculogénesis, tanto en el grupo control como en el grupo COD espontaneo no
se encontraron diferencias, a nivel de células de la granulosa ni de la teca (figuras 33, 34 y
37).
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Figura 33: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo control. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 34: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron
diferencias significativas (p>0,05).
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Cuando cada categoria folicular fue comparada entre los grupos en estudio, se observd

que las células de la granulosa del grupo COD espontanea presentaban una mayor expresion

en foliculos preantrales pequefios que la misma capa de células del grupo control (p<0,05), sin

diferencias en las otras categorias foliculares (figuras 35y 37).
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Figura 35: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-1f en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de la teca interna no se encontraron diferencias significativas tanto a

nivel de células de la granulosa como de la teca. Ademas, no se hallaron diferencias cuando se

compararon quistes en relacion a foliculos antrales del grupo control que fueron tomadas

como estructuras de referencia (p>0,05) (figuras 36 y 37).
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Figura 36: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media £ DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Foliculos Foliculos Foliculos Foliculo Dominante/
A preantrales atrésicos Quiste Espontineo

-

35kDa -~ Figura 37: A. Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas

g
para IL-1p en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra
17kDa ~ indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observan
dos bandas, una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-1f
forma madura (17 kDa) y otra banda en la zona correspondiente al peso

molecular de la pro-IL-1B (35 kDa).

4.2.2.2. Concentracion de IL-1p en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de IL-1B en muestras de los grupos
control y COD espontanea. Como se puede observar en la figura 38, no se hallaron diferencias
en la concentracion de IL-1B entre animales control y con COD. La comparacion entre

concentracion en LF y suero de IL-1B no mostro diferencias (p>0,05).
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Figura 38: Concentracion de IL-1p en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro) y
con COD esponténea. Los valores representan la media £ DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(p>0,05).

4.2.3. IL-1RA: Expresion proteica y localizacion

El IL-1RA fue localizado en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. En los animales controles se observé una mayor
expresion en la capa granulosa de foliculos preantrales grandes con respecto a foliculos
antrales y atrésicos. Ademas, los foliculos preantrales pequefios mostraron una mayor
expresion en relacién a los foliculos atrésicos. En células de la teca interna, no se encontraron

diferencias entre los distintos tipos foliculares estudiados (figuras 39 y 43).
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Figura 39: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo control. El andlisis se realiz en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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En el grupo de COD espontanea, no se observaron diferencias en las células de la
granulosa. Por otro lado, en las células de la teca, la expresion en los quistes fue mayor que
aquella encontrada en los foliculos preantrales grandes y atrésicos (p<0,05), sin mostrar

diferencias con los foliculos antrales (p>0,05) (figuras 40 y 43).
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Figura 40: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
nameros (teca interna) indican diferencias significativas (p<0,05).

% de area inmunomarcada

Al comparar entre si, las estructuras foliculares equivalentes de cada grupo, se
observaron diferencias en las células de la granulosa de foliculos de atrésicos siendo mas alta
la expresion en el grupo de COD espontanea en relacién al grupo control. También, se
compard la expresion de IL-1RA en quistes en relacion a foliculos dominantes controles
(como estructura de referencia), evidenciandose que los quistes mostraron mayor expresion

con respecto a los foliculos dominantes del grupo control (p<0,05) (figuras 41 y 43).
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Figura 41: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las
barras con diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

% de drea inmunomarcada

En células de la teca fue posible evidenciar una mayor expresion de la proteina en los
foliculos antrales del grupo COD espontanea con respecto al grupo control. Ademas, se
hallaron diferencias cuando se compararon quistes en relacién a foliculos dominantes del
grupo control tomados como estructuras de referencia, determinandose una mayor expresion
de IL-1RA en quistes espontaneos respecto a los foliculos dominantes del grupo control
(p<0,05) (figuras 42 y 43).
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Figura 42: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las
barras con diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Foliculos Foliculos Foliculos Foliculo Dominante/
A preantrales antrales atrésicos Quiste Espontaneo
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Figura 43: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-1RA en animales de los grupos control y COD esponténea. La barra
indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-1RA (22 kDa).

22kDa -

4.2.4. 1L-1RI: Expresion proteicay localizacion

El IL-1RI fue localizado en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. Particularmente, en los animales controles no se
observaron diferencias entre las distintas categorias foliculares durante la foliculogénesis
tanto a nivel de las células de la granulosa como de las células de la teca (p>0,05) (figuras 44 y
48).

En la evaluacion de los resultados de los grupos COD espontanea se determind que las
células de la granulosa los foliculos primarios y preantrales grandes presentaron una menor
expresion del receptor que los quistes (p<0,05), sin mostrar diferencias con los foliculos
preantrales pequefios, antrales y atrésicos (p>0,05). En la capa de células de la teca, se
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determinaron niveles similares de expresion del receptor entre los distintos tipos foliculares en
estudio (p>0,05) (figuras 45 y 48).
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Figura 44: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo control. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 45: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).

La comparacion entre grupos permitio detectar una mayor expresion en los quistes en
relacién a los foliculos dominantes controles (p<0,05) en las células de la granulosa para el
IL-1RI sin diferencias en las otras categorias (figuras 46 y 48).
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Figura 46: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En células de la teca se observaron diferencias en la misma categoria, donde los
quistes pertenecientes al grupo COD espontanea mostraron una mayor expresion en relacion a
los foliculos dominantes controles (p<0,05), sin hallarse diferencias en las otras categorias
analizadas (p>0,05) (figuras 47 y 48).
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Figura 47: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las
barras con diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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A preantrales antrales atrésicos Quiste Espontaneo

66kDa ~ Figura 48: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-1RI en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra
indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-1RI (66 kDa).

4.2.5. IL-1RII: Expresion proteicay localizacion

ILIRII fue localizado en el citoplasma de las células de la granulosa y de la teca
interna de todos los tipos de foliculos y grupos analizados. En las células de la granulosa de
animales controles, se observd la mayor expresion en los foliculos atrésicos en relacion a
todas las categorias restantes (p<0,05). A su vez los foliculos antrales presentaron una menor
expresion que los foliculos preantrales pequefios (p<0,05). Por otro lado, en las células de la
teca no se encontraron diferencias entre los distintos tipos foliculares en estudio (p>0,05),
mostrando esta poblacion celular una expresién constante del receptor a través de la

foliculogénesis (figuras 49 y 53).
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Figura 49: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI1 en el
grupo control. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD espontanea, la expresion de IL-1RII fue mas alta en células de la
granulosa de foliculos atrésicos y quistes que en foliculos preantrales pequefios, preantrales
grandes y antrales (p<0,05), sin presentar diferencias con los foliculos primarios (p>0,05).
Ademas, se evidenci6 una mayor expresion en foliculos primarios en relacion a los antrales.
En las células de la teca interna, no se encontraron diferencias entre los distintos tipos

foliculares en estudio (p>0,05) (figuras 50 y 53).
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Figura 50: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI1 en el
grupo COD esponténea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Cuando cada categoria folicular especifica fue comparada entre grupos (control y

COD espontanea), no se observaron diferencias en células de la granulosa de foliculos

primarios, preantrales pequefios y grandes, antrales y atrésicos (p>0,05) (figuras 51 y 53).
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Figura 51: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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En las células de la teca interna no se observaron diferencias en los foliculos

preantrales grandes, antrales y atrésicos (p>0,05). Por otro lado, cuando se compard el quiste

con su respectiva estructura de referencia (foliculo dominante), el quiste presentdé una mayor

expresion, tanto a nivel de células de la granulosa como de la teca, en relacién al foliculo

dominante del grupo control (p<0,05) (figuras 51, 52 y 53).
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Figura 52: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. Las
barras con diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 53: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-1RII en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra
indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observan
dos bandas, una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-
1RII forma soluble (45 kDa) y otra banda en la zona correspondiente al peso
molecular de IL1RII de membrana (68 kDa).

4.26. IL-4

4.2.6.1. Expresion proteica y localizacion

La IL-4 fue localizada por inmunohistoquimica en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todos los foliculos y grupos analizados. En el grupo control
se detectdé una moderada expresion en las células de la granulosa y baja en la teca interna de
todas las categorias foliculares. En células de la granulosa la expresion fue mayor en los
foliculos atrésicos en relacion al resto de las categorias foliculares (p<0,05). En las células de
la teca no se detectaron diferencias entre las diferentes categorias foliculares evaluadas
(p>0,05) (figuras 54 y 58).
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Figura 54: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo control. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo de COD espontanea, el patron de expresion fue similar a aquel observado
en el grupo control. En las células de la granulosa se detecté una mayor expresion de IL-4 en
los foliculos atrésicos y quistes en relacion a los foliculos primarios, preantrales y antrales
(p<0,05). A nivel de las células de la teca, no se observaron diferencias entre las distintas

categorias foliculares evaluadas (p>0,05) (figuras 55 y 58).
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Figura 55: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo COD esponténea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).

Stassi~108



4. Resultados

Cuando cada categoria folicular fue comparada entre los grupos en estudio, se observé
que las células de la granulosa y de la teca interna (para las cuales corresponda) no
evidenciaron diferencias en los foliculos primarios, preantrales, antrales y atrésicos (p>0,05).
Por otro lado, cuando se compar0 la expresion en quistes con las estructuras de referencia
(foliculos dominantes) se detecté una mayor expresion en los quistes, tanto a nivel de células
de la granulosa como de la teca, en relacion a los foliculos dominantes del grupo control
(p<0,05) (figuras 56, 57 y 58).
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Figura 56: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media £ DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 57: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD esponténeo: negro). Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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B
Figura 58: A. Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas
para IL-4 en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra
indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
15kDa » una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-4 (15 kDa).

4.2.6.2. Concentracion de IL-4 en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de IL-4 en muestras de los grupos control
y COD espontanea. Como se puede observar en la figura 59, no se hallaron diferencias en la
concentracion de IL-4 entre animales control y con COD. Cuando se realizé la comparacion
entre LF y suero del mismo grupo, los niveles de IL-4 fueron mayores en LF que en el suero

en ambos grupos, control y COD esponténea (p<0,05).
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Figura 59: Concentracion de IL-4 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro) y con
COD esponténea. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias entre LF y suero dentro de un
mismo grupo (indicadas por corchetes) (p<0,05).

4.2.7. 1L-6

4.2.7.1. Expresion génica

La IL-6 fue detectada en las células foliculares de los quistes y ovarios control. El
ARNmM de IL-6 s6lo fue cuantificable en tres muestras de ovarios controles (de un total de
quince muestras). Sin embargo, en las muestras cuantificadas, no se observé diferencia entre
la expresion en las células de los foliculos quisticos y controles (p>0,05) (figura 60).
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Figura 60: Expresion de ARNm de IL-6 determinado

0.5+ por PCR en tiempo real en células foliculares de casos

de COD espontanea en relacion a ovarios controles.

Los valores representan la media + DE. No se

0.0 : evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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(unidad arbitraria)
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4.2.7.2. Expresion proteica y localizacion

La IL-6 fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. En los animales controles se observo una expresion
constante en la capa de células de la granulosa y teca interna de todas las categorias
foliculares (p>0,05) (figuras 61 y 65).
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Figura 61: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo control. El analisis se realiz en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

En el grupo de COD espontanea, las células de la granulosa de los foliculos primarios,
preantrales pequefios y quisticos mostraron mayor expresion en relacién a los foliculos
antrales y atrésicos (p<0,05). Ademas, la expresion en los foliculos preantrales grandes fue
significativamente menor que la de los foliculos primarios. Sumado a esto, no se evidenciaron
diferencias en la expresién de esta proteina a nivel de las células de la teca (p>0,05) (figuras
62y 65).

Al comparar entre si, las estructuras foliculares equivalentes de cada grupo, se
observaron diferencias en las células de la granulosa de foliculos primarios, siendo menor la
expresion en el grupo control en relacién al grupo COD espontanea (p<0,05). Las categorias
foliculares restantes no mostraron diferencias al ser analizadas (p>0,05). También, se
comparé la expresion de IL-6 en quistes en relacion a foliculos antrales del grupo control
(como estructura de referencia), pudiéndose observar que los quistes espontaneos mostraron

mayor expresion con respecto a los foliculos antrales del grupo control (figuras 63 y 65).
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Figura 62: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 63: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-6 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. * indica
diferencias significativas entre dos categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de la teca interna no se encontraron diferencias significativas. Ademas,
no se hallaron diferencias cuando se compararon quistes en relacion a foliculos antrales del

grupo control que fueron tomadas como estructuras de referencia (p>0,05) (figuras 64 y 65).
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Figura 64: Expresidn proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-6 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 65: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-6 en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra
indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
una banda en la zona correspondiente al peso molecular de I1L-6 (26 kDa).
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4.2.7.3. Concentracion de IL-6 en liquido folicular y suero

Se evaluo la concentracion folicular y sérica de 1L-6 en muestras de los grupos control
y COD espontanea. Como se puede observar en la figura 66, no se hallaron diferencias en la
concentracion de IL-6 entre animales control y con COD. La comparacion entre
concentracion en LF y suero de IL-6 no mostro diferencias (p>0,05).
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Figura 66: Concentracion de IL-6 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro) y con

COD espontanea. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas
(p>0,05).

42.8. IL-8

4.2.8.1. Expresion proteica y localizacion

La IL-8 fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. Particularmente, en los animales controles no se
observaron diferencias entre las distintas categorias foliculares durante la foliculogénesis

tanto a nivel de las células de la granulosa como de las células de la teca (figuras 67 y 71).
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Figura 67: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo control. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

En el grupo COD espontanea la expresion de IL-8 en células de la granulosa fue
mayor en los foliculos antrales y atrésicos en relacion a los quistes. Ademas, los foliculos
primarios evidenciaron una menor expresion en relacién a los foliculos antrales (p<0,05). Por
otro lado, la expresién a nivel de células de la teca no presento diferencias entre las distintas
categorias foliculares (figuras 68 y 71).
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Figura 68: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizé en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).

Cuando se realizé la comparacion de las categorias foliculares equivalentes entre los
diferentes grupos en estudio pudo detectarse expresion constante y sin diferencias para IL-8

en las células de la granulosa (figuras 69 y 71).
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Figura 69: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-8 en células
de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media £+ DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

En células de la teca se observaron diferencias en la categoria de foliculos antrales,
dénde el grupo con COD espontanea evidencié mayor porcentaje de marcacion que los
mismos del grupo control. Ademas, no se encontraron diferencias entre las otras categorias

foliculares evaluadas (figuras 70 y 71).
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Figura 70: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en células
de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos en
estudio (Control: blanco; COD esponténeo: negro). Los valores representan la media + DE. Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 71: A. Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas
para IL-8 en animales de los grupos control y COD espontanea. La barra

11kDa indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observa
una banda en la zona correspondiente al peso molecular de IL-8 (11 kDa). La
banda inmunorreactiva mas pequefia representa fragmentos de escision de la
proteina IL-8 madura.

4.2.8.2. Concentracion de IL-8 en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de 1L-8 en muestras de los grupos control
y COD espontanea. Como se puede observar en la figura 72, no se pudo detectar IL-8 en LF
de animales controles (< a 7,8 pg/ml), por lo que no pudimos realizar el andlisis estadistico
correspondiente. Por otro lado, en LF de animales con COD, la IL-8 fue cuantificable dentro
de los limites de deteccion de la técnica. En suero no se hallaron diferencias en la
concentracion de 1L-8 entre animales control y con COD (p>0,05).
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Figura 72: Concentracion de IL-8 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro) y con
COD espontanea. Los valores representan la media + DE. # IL-8 en LF de animales controles (< a 7,8 pg/ml).
No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

4.2.9. TNF-a

4.2.9.1. Expresion génica

El TNF-a fue detectado en las células foliculares de los quistes y muestras control. El
ARNmM de TNF-a s6lo fue cuatificable en cuatro muestras de ovarios controles (de un total de
quince muestras). Sin embargo, en las muestras cuantificadas, no se observo diferencia

significativa entre la expresion en las células de los foliculos quisticos y controles (figura 73).
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4.2.9.2. Expresion proteica y localizacion

El TNF-a fue localizado por inmunohistoquimica en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todos los foliculos y grupos analizados. En células de la
granulosa del grupo control la expresion fue mayor en los foliculos primarios y preantrales
pequefios y grandes en relacion a los foliculos antrales y atrésicos (p<0,05). Por otro lado, en
las células de teca no se observaron diferencias entre las distintas categorias evaluadas
(p>0,05) (figuras 74 y 78).
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Figura 74: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo control. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

En la evaluacion de los resultados del grupo COD espontanea la expresion fue mayor
en células de la granulosa de quistes en relacion a los foliculos antrales (p<0,05), sin
deterctarse diferencias con las otras categorias estudiadas (p>0,05). Ademas, los foliculos
primarios evidenciaron una mayor expresion en relacion a los foliculos antrales (p<0,05). Por
otro lado, no se observaron diferencias entre las distintas categorias foliculares durante la
foliculogénesis a nivel de las células de la teca interna (p>0,05) (figuras 75y 78).

Cuando cada categoria folicular especifica fue comparada entre grupos (control y
COD espontanea), no se observaron diferencias en células de la granulosa de foliculos
preantrales pequefios y grandes, antrales y atrésicos (p>0,05). En los foliculos primarios, la
expresion fue mayor en controles en relacion al grupo de COD espontanea. También, se

comparo la expresion de TNF-a en quistes en relacion a foliculos antrales del grupo control,
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detectdndose una mayor expresion en quistes con respecto a los foliculos antrales del grupo
control, tomados como estructuras de referencia (p<0,05) (figuras 76 y 78).
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Figura 75: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo COD espontanea. El andlisis se realizd en células de la granulosa y de la teca interna de todas las
categorias foliculares y foliculos quisticos. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras (granulosa) indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 76: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media = DE. * indica
diferencias significativas entre dos categorias foliculares distintas (indicadas por corchetes). Las barras con
diferentes letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de la teca interna no se detectaron diferencias significativas tanto a nivel
de células de la granulosa como de la teca. Ademas, no se hallaron diferencias cuando se
compararon quistes en relacion a foliculos antrales del grupo control que fueron tomadas

como estructuras de referencia (p>0,05) (figuras 77 y 78).
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Figura 77: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (Control: blanco; COD espontaneo: negro). Los valores representan la media + DE. No se
evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 78: A. Diferentes estructuras foliculares ovéaricas inmunomarcadas

para TNF-a en animales de los grupos control y COD esponténea. La barra
26kDa indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna. B. En el inmunoblot se observan

dos bandas, una banda en la zona correspondiente al peso molecular de TNF-

a forma madura (17 kDa) y otra banda en la zona correspondiente al peso
17kDa - molecular de TNF-a pro-proteina (26 kDa).
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4.3.EXPRESION Y LOCALIZACION DE CITOQUINAS EN ANIMALES CON
PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA MEDIANTE PROGESTERONA

En esta seccion evaluamos en el modelo de persistencia folicular desarrollado la
expresion de todas las citoquinas y receptores evaluados en la COD espontanea. Se analiz6 la
expresion de las proteinas en las categorias de foliculos primarios, preantrales pequefios,
preantrales grandes, antrales, atrésicos, dominantes (grupo control) y foliculos con 0, 5, 10 y

15 dias de persistencia.

4.3.1. IL-1a: Expresion proteica y localizacion

La IL-1a fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. En cada grupo experimental se realizo el andlisis de la
expresion de esta citoquina a lo largo de la foliculogénesis. En células de la granulosa del
grupo PO, la expresion fue mayor en los foliculos primarios y preantrales pequefios en
relacién a los foliculos preantrales grandes y antrales (p<0,05). Ademas, los foliculos antrales
evidenciaron una menor expresion en relacion a los foliculos atrésicos y quistes. Por otro
lado, en las células de teca, se observo la mayor inmunomarcacion en los foliculos
persistentes en relacion al resto de las categorias foliculares evaluadas (p<0,05) (figuras 79 y
85).
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Figura 79: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo PO. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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En el grupo experimental P5, se hallaron similares niveles en la expresion de IL-1a

durante la foliculogénesis, tanto en las células de la granulosa como de la teca (figuras 80 y

85).
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Figura 80: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

La expresion de esta proteina en células de la granulosa del grupo P10, evidenci6 su

mayor marcacion en los foliculos persistentes en relacion al resto de las estructuras evaluadas

(p<0,05). Por otro lado, en las células de teca, se observo la mayor inmunomarcacion en

foliculos persistentes en relacion a los foliculos preantrales grandes y atrésicos (p<0,05), sin

diferencias con los foliculos antrales (p>0,05) (figuras 81 y 85).
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Figura 81: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo P10. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias

significativas (p<0,05).
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La expresion de esta proteina en el grupo P15 se comport6 de una manera similar a la
observada en el grupo P10 (figuras 82 y 85).
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Figura 82: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en el
grupo P15. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).

Se compard la inmunomarcacion (células de la granulosa y teca interna por separado)
de cada categoria folicular entre los distintos grupos experimentales. La expresion de IL-1a en
células de la granulosa de los foliculos primarios fue mayor en el grupo PO que en los grupos
P5 y P15 (p<0,05) sin diferencias con los grupos control y P10. Ademas, la expresion en los
foliculos antrales del grupo P5 fue mayor en relacion a la misma categoria folicular de los
otros grupos (p<0,05). Por otra parte, las células de la granulosa de los foliculos dominantes
del grupo control (como estructura de referencia) mostraron una menor expresién con
respecto a los foliculos persistentes de los grupos P5, P10 y P15, mostrando un aumento
progresivo a lo largo de los diferentes dias de persistencia folicular (p<0,05) (figuras 83 y 85).

En la teca interna, no se encontraron diferencias significativas al comparar las distintas

categorias foliculares (figuras 84 y 85).
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Figura 83: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1a en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 84: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1e en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. No se evidenciaron

diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 85: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1a en animales de los grupos
control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna.

432. IL-Ip
4.3.2.1. Expresion proteica y localizacion

Se detectdé marcacion positiva para IL-1B en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada
grupo. La IL-1p mostré un patron de expresion caracteristico a nivel de las células de la
granulosa, siendo mayor en éstas ultimas en relacion a las células de la teca (figura 92).

La evaluacion de IL-1p a través de la foliculogénesis dentro de cada grupo en estudio,

evidencio que la expresion en células de la granulosa en el grupo PO fue significativamente
Stassi~127



4. Resultados

mayor en la categoria de los foliculos preantrales pequefios, antrales y persistentes en relacion
a los foliculos atrésicos (p<0,05), sin mostrar diferencias con el resto de las estructuras
evaluadas (p>0,05). Sumado a esto, la expresion en las células de la teca interna fue
significativamente mayor en los foliculos persistentes en relacion a las demas estructuras
evaluadas (figuras 86 y 92).

Alos 5, 10 y 15 dias de persistencia no se evidenciaron diferencias en la expresion de
IL-1B a través de la foliculogénesis, tanto en células de la granulosa como en células de la

teca interna (figuras 87, 88, 89 y 92).
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Figura 86: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 87: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 88: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo P10. EIl anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 89: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

El andlisis de la expresion entre grupos en estudio permitié detectar, en células de la
granulosa una disminucion en la expresion de IL-1B en los foliculos preantrales pequefios de
los grupos control y P5 en relacion a los de los grupos PO y P15 (p<0,05) sin diferencias con
el grupo P10 (p>0,05) (figuras 90 y 92).

En la teca interna, no se encontraron diferencias significativas al comparar las distintas

categorias foliculares (figuras 91 y 92).
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Figura 90: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-1p en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 91: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1p en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron
diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 92: Diferentes estructuras foliculares ovéaricas inmunomarcadas para IL-1p en animales de los grupos
control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna.

4.3.2.2. Concentracion de IL-1p en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de IL-1B en muestras de los grupos

control y de persistencia folicular. Como se puede observar en la figura 93, la concentracion

de IL-1B fue similar en animales control y tratados. La comparacion entre concentracion en

L

F y suero no mostrd diferencias significativas en los grupos control, P5, P10 y P15. Sin

embargo, en el grupo PO, los niveles de IL-1p fueron mayores en suero que en LF (p<0,05).
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Figura 93: Concentracion de IL-1§ en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro), PO,
P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias entre LF y suero dentro de un
mismo grupo (indicadas por corchetes) (p<0,05).

4.3.3. IL-1RA: Expresion proteica y localizacion

Se detectd6 marcacion positiva para IL-1RA en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada
grupo. Al realizar el analisis de la expresion de IL-1RA a través de la foliculogénesis, en
células de la granulosa del grupo PO, la expresién fue mayor en los foliculos preantrales
pequefios en relacion a los foliculos primarios, preantrales grandes, antrales y persistentes
(p<0,05), sin diferencias con los foliculos atrésicos (p>0,05). En las células de la teca interna
el nivel de expresion fue significativamente mayor en los foliculos persistentes respecto a las

restantes estructuras evaluadas (figuras 94 y 100).
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Figura 94: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
A los 5y 10 dias de persistencia no se evidenciaron diferencias en la expresion de IL-
1RA a través de la foliculogénesis, tanto en células de la granulosa como en células de la teca

interna (figuras 95, 96 y 100).
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Figura 95: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo P5. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 96: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

En células de la granulosa del grupo P15, la expresion fue mayor en los foliculos
persistentes en relacion a los foliculos primarios, preantrales y antrales (p<0,05), sin
diferencias con los foliculos atrésicos (p>0,05). En las células de la teca interna el nivel de
expresion fue significativamente mayor en los foliculos persistentes respecto a las restantes
estructuras evaluadas (figuras 97 y 100).
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Figura 97: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).

Por otro lado, en el andlisis entre grupos pudo detectarse que en células de la granulosa
los foliculos antrales del grupo P5 mostraron mayor expresion que los de los grupos control y
P10 (p<0,05), sin diferencias con los grupos PO y P15 (p>0,05). Los foliculos atrésicos la
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expresion de IL-1RA fue mayor en los grupos PO y P15 que en el grupo control (p<0,05), sin
diferencias con los grupos P5 y P10 (p>0,05). Por otra parte, las células de la granulosa de los
foliculos persistentes del grupo P15 evidenciaron una mayor expresion que los foliculos
dominantes del grupo control (como estructura de referencia) y que los foliculos persistentes

de los grupos PO y P10 (p<0,05) (figuras 98 y 100).
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Figura 98: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-1RA en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de la teca interna, los foliculos atrésicos evidenciaron que la expresion

de IL-1RA fue menor en el grupo control que en los grupos P10 y P15 (p<0,05), sin
diferencias con los otros grupos (p>0,05) (figuras 99 y 100).
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Figura 99: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RA en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 100: Diferentes estructuras foliculares ovéaricas inmunomarcadas para IL-1RA en animales de los
grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna.

4.3.4. IL-1RI: Expresion proteica y localizacion

El IL-1RI fue localizado en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados.

En la evaluacion de IL-1RI a través de la foliculogénesis no se evidenciaron
diferencias en la expresion dentro de cada grupo en estudio, tanto en células de la granulosa
como en células de la teca interna (figuras 101, 102, 103, 104 y 107).
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Figura 101: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 102: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 103: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 104: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

Se realiz6 un andlisis de la expresion en células de la granulosa y de la teca interna por
categoria folicular entre los distintos grupos. En células de la granulosa, la expresion de IL-
1R1 fue menor en los foliculos antrales del grupo PO que en los de los grupos P5, P10 y P15
(p<0,05) sin diferencias con el grupo control (p>0,05) (figuras 105 y 107).

En la teca interna, no se evidenciaron diferencias significativas al comparar las

distintas categorias foliculares (figuras 106 y 107).
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Figura 105: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 106: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. No se evidenciaron
diferencias significativas (p>0,05).
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Figura 107: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-1RI en animales de los
grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna.

4.3.5. IL-1RII: Expresion proteica y localizacion

Se detectd marcaciéon positiva para IL-1RII en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada
grupo. La expresion en células de la granulosa en el grupo PO fue significativamente mayor en
la categoria de los foliculos primarios, preantrales pequefios y atrésicos en relacion a los
foliculos antrales (p<0,05), sin diferencias con los foliculos preantrales grandes y persistentes
(p>0,05). No se detectaron diferencias en la expresion en las células de la teca interna del

grupo PO (figura 108).
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Figura 108: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RI1 en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

La expresion en células de la granulosa en el grupo P5 fue mayor en los foliculos
atrésicos en relacion al resto de las categorias evaluadas (p<0,05) (figuras 109 y 114). No se
encontraron diferencias en la expresion en las células de la teca interna del grupo P5 (figura
109).
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Figura 109: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo P10, detectamos que las celulas de la granulosa de los foliculos

persistentes evidenciaron una expresion mayor en relacion a los foliculos preantrales
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(pequefios y grandes) y antrales (p<0,05), sin mostrar diferencias con los foliculos atrésicos y
primarios (figuras 110 y 114). No se encontraron diferencias en la expresion en las células de

la teca interna del grupo P10 (figura 110).
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Figura 110: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en el
grupo P10. El analisis se realiz en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

A los 15 dias de persistencia, en células de la granulosa durante el desarrollo folicular
se determind una mayor expresion en foliculos atrésicos y persistentes en comparaciéon con
los foliculos primarios, preantrales y antrales (p<0,05). Ademas, en las células de la teca
interna, los foliculos antrales presentaron mayor expresion en relacion a los foliculos
preantrales grandes y atrésicos (p<0,05) (figuras 111y 114).

Se realizd un analisis de la expresion en células de la granulosa y de la teca interna por
categoria folicular entre los distintos grupos en estudio. En las células de la granulosa de
foliculos antrales, la expresion fue mayor en los grupos P5 y P15 que en el resto de los grupos
(p<0,05). Ademas, en los foliculos persistentes, la expresion fue mayor en los grupos P5, P10
y P15 que en los foliculos dominantes del grupo control (como estructura de referencia). A su
vez, la expresion de IL-1RII fue mayor en los foliculos persistentes del grupo P15 en relacion
a la misma estructura de los grupos PO y P5 (p<0,05) (figuras 112 y 114).

En las células de la teca de los foliculos persistentes, la expresion de IL-1RII fue
mayor en el grupo PO en relacion a los otros grupos (p<0,05), sin diferencias en el resto de las

categorias foliculares en estudio (p>0,05) (figuras 113 y 114).
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Figura 111: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en el
grupo P15. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 112: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 113: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-1RII en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 114: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para IL-1RIl en animales de los
grupos control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna.

3.6. IL-4
4.3.6.1. Expresion proteica y localizacion

Se detectd marcacion positiva para IL-4 en el citoplasma de las células de la granulosa

de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada grupo. Al

realizar el analisis de la expresion de IL-4 a través de la foliculogénesis, se detectdé que en

células de la granulosa del grupo PO, la expresion fue mayor en los foliculos atrésicos y

persistentes en relacion a los foliculos primarios y antrales (p<0,05), sin evidenciar

diferencias con los foliculos preantrales (p>0,05). Para las células de la teca interna la
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marcacion fue significativamente mayor en los persistentes respecto a las demas estructuras

en estudio (figuras 115y 121).

Persistencia dia 0
40 -

<
'g a.b
O 30 b
g ab T b
g |
g 20 X granulosa
= o ‘[ H (cca
<
] T 2
<
o 104
= 1
R . 1
ol | sl ﬁ - |
Primarios Preantrales Preantrales Antrales Atrésicos Persistentes
pequefios grandes

Figura 115: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).

A los 5 dias de persistencia observamos que la expresion de IL-4 fue
significativamente mayor en los foliculos atrésicos con respecto a foliculos primarios y
preantrales (p<0,05), sin evidenciar diferencias con los foliculos antrales y persistentes
(p>0,05). A nivel de las células de la teca no se observaron diferencias estadisticas
significativas (figuras 116 y 121).
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Figura 116: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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En células de la granulosa del grupo P10 los niveles de expresion de IL-4 fueron
similares largo de la foliculogénesis. En las células de la teca se detectd un aumento en la
expresion de esta proteina en los foliculos antrales en relacion a los preantrales grandes
(figuras 117 y 121), (p<0,05).
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Figura 117: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo P10. El analisis se realiz en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican
diferencias significativas (p<0,05).

En el grupo P15 fue detectado un aumento de IL-4 en las células de la granulosa de los
foliculos persistentes en relacién a los foliculos preantrales grandes, y a su vez los foliculos
atrésicos mostraron una mayor expresion en comparacion a los foliculos primarios y
preantrales. En las células de la teca se detectd la mayor expresion proteica en los foliculos
antrales en relacion a los foliculos preantrales grandes y atrésicos. A su vez los foliculos
persistentes evidenciaron una mayor expresion que los preantrales grandes (p<0,05) (figuras
118y 121).

En el analisis entre los grupos pudo detectarse que en las células de la granulosa, la
expresion en los foliculos primarios fue mayor en los grupos P5, P10 y P15 que en el grupo
control (p<0,05). Ademas, la expresion en foliculos antrales del grupo P15 fue mayor que en
los grupos control, PO y P10 (p<0,05). En los foliculos atrésicos, la expresion fue menor en el
grupo P10 que en todos los otros grupos (p<0,05). Ademas, la expresion en los foliculos
dominantes del grupo control (como estructura de referencia) fue menor que en todos los
grupos de persistencia (p<0,05) (figuras 119y 121).

En las células teca, la expresion en los foliculos antrales fue mayor en el grupo P15
que en los grupos control, PO y P5 (p<0,05), sin diferencias con el grupo P10 (p>0,05). Por

otra parte, la expresion en los foliculos dominantes del grupo control (como estructura de
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referencia) fue menor que en los foliculos persistentes de los grupos PO y P15 (p<0,05)

(figuras120 y 121).
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Figura 118: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias

significativas (p<0,05).
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Figura 119: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-4 en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 120: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-4 en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 121: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-4 en animales de los grupos
control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna.
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4.3.6.2. Concentracion de IL-4 en liquido folicular y suero

Se evaluo la concentracion folicular y sérica de IL-4 en muestras de los grupos control
y de persistencia folicular. Como se puede observar en la figura 122, no se hallaron
diferencias en la concentracion de IL-4 entre animales control y tratados. La comparacion
entre concentracion en LF y suero no mostré diferencias significativas en los grupos PO y P5.

Sin embargo, en los grupos control, P10 y P15, los niveles de I1L-4 fueron mayores en LF que
en suero (p<0,05).
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Figura 122: Concentracion de IL-4 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro), PO,
P5, P10 y P15. Los valores representan la media + DE. * indica diferencias entre LF y suero dentro de un
mismo grupo (indicadas por corchetes) (p<0,05).

43.7. IL-6

4.3.7.1. Expresion proteica y localizacion

La IL-6 fue localizada en el citoplasma de células de la granulosa y teca interna de
todos los foliculos y grupos analizados. En cada grupo experimental se realizo el analisis de la
expresion de esta proteina a lo largo de la foliculogénesis. En células de la granulosa del
grupo PO se detect6 la mayor expresién de la proteina en los foliculos persistentes en relacion
al resto de las estructuras evaluadas (p<0,05). Ademas, en las células de la teca interna, se
evidencio la menor inmunoexpresion en los foliculos preantrales grandes en comparacion al
resto de las estructuras en estudio (p<0,05) (figuras 123 y 129).

En el grupo P5 las células de la granulosa de los foliculos preantrales pequefios y
persistentes evidenciaron una expresion significativamente mayor con respecto a los foliculos

preantrales pequefios y antrales (p<0,05), sin diferenciarse con el resto de las estructuras
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(p>0,05) No se hallaron diferencias significativas en la expresion de IL-6 durante la
foliculogénesis, a nivel de las células de la de la teca (figuras 124 y 129).

El grupo P10 no presentd diferencias de expresion en las células de la granulosa
(p>0,05), sin embargo, en células de la teca los foliculos persistentes presentaron una mayor
expresion respecto a las estructuras restantes. A su vez, los foliculos antrales y atrésicos
evidenciaron una expresion significativamente mayor que los foliculos preantrales grandes
(p<0,05) (figuras 125y 129).
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Figura 123: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 124: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo P5. El analisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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A los 15 dias de persistencia se detectd en las células de la granulosa un aumento de

IL-6 en los foliculos persistentes en relacion a los foliculos primarios, preantrales y antrales, a

su vez los foliculos atrésicos mostraron una mayor expresion en comparacion a los foliculos

antrales (p<0,05). Por otro lado, las células de la teca de los foliculos antrales y persistentes

presentaron una mayor expresion que las demas estructuras (p<0,05) (figuras 126 y 129).
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Figura 125: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican

diferencias significativas (p<0,05).

Persistencia dia 15
304

10+

% de area inmunomarcada

b.c
c
T
ab
20 l ab ab 2 2
l [ granulosa
a
T 1 B feca
1
0 T T |i T T T
Primarios Preantrales Preantrales Antrales Atrésicos Persistentes

pequeilos grandes

Figura 126: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias

significativas (p<0,05).
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Cuando se compararon cada estructura folicular entre los grupos, las células de la
granulosa de los foliculos dominantes (como estructura de referencia) mostraron una menor
expresion de IL-6 que los foliculos persistentes de los grupos PO y P15 (p<0,05), sin
diferencias con los grupo P5 y P10 (p>0,05) (figuras 127 y 129).
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Figura 127: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-6 en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media = DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

En las células de teca de foliculos antrales, la expresion de IL-6 fue mayor en los
grupos P10 y P15 que en los grupos control y P5 (p <0,05), sin diferencias con el grupo PO
(p>0,05). Los foliculos persistentes del grupo P10 mostraron una mayor expresion de 1L-6
que los foliculos dominantes del grupo control (como estructura de referencia) y los foliculos
persistentes del grupo P5 (p<0,05), sin diferencias significativas con los grupos PO y P15

(figuras 128 y 129).
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Figura 128: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-6 en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 129: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-6 en animales de los grupos
control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna.

4.3.7.2. Concentracion de IL-6 en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de IL-6 en muestras de los grupos control
y de persistencia folicular. Como se puede observar en la figura 130, no se hallaron
diferencias en la concentracion de LF entre animales control y tratados, pero en suero las
concentraciones fueron significativamente mayores en los grupos P5, P10 y P15 en relacion al
grupo control (p<0,05), sin diferencias con el grupo PO (p>0,05). La comparacion entre LF y

suero no mostrd diferencias significativas entre el grupo control y los grupos PO y P5. Sin
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embargo, en los grupos P10 y P15, los niveles de IL-6 fueron mayores en suero que en LF
(p<0,05).
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Figura 130: Concentracion de IL-6 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro), PO,
P5, P10 y P15. Los valores representan la media £ DE. Las diferentes letras indican diferencias significativas
entre los distintos grupos. * indica diferencias entre LF y suero dentro de un mismo grupo (indicadas por
corchetes) (p<0,05).

43.8. IL-8

4.3.8.1. Expresion proteica y localizacion

Se detectd marcacion positiva para IL-8 en el citoplasma de las células de la granulosa
y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas. La IL-8 mostré un patron de
expresion caracteristico a nivel de las células de la granulosa, siendo mayor en éstas Ultimas
en relacion a las células de la teca (figura 137).

Al evaluar la expresién de esta proteina a través de la foliculogénesis, pudo
determinarse que en las células de la granulosa del grupo PO la expresion fue mayor en los
foliculos persistentes y antrales en relacion a los foliculos primarios, preantrales pequefios y
atrésicos (p<0,05), sin diferencias con los foliculos preantrales grandes (p>0,05). A nivel de
las células de la teca se determind la mayor inmunoarcacion en la categoria de los foliculos
persistentes en relacion al resto de las estructuras evaluadas (p<0,05) (figuras 131y 137).

A los 5, 10 y 15 dias de persistencia no se hallaron diferencias significativas en las
células de la teca. Sin embargo, en todos estos grupos, se encontraron diferencias en la
expresion de IL-8, en las células de la granulosa. En el grupo P5, la expresion fue mayor en
los foliculos antrales en relacion a los foliculos primarios (p<0,05), sin diferencias con el resto
de las estructuras (p>0,05) (figuras 132 y 137). En el grupo P10, la expresion fue mayor en

los foliculos antrales en relacién a los foliculos primarios y atrésicos (p<0,05), sin diferencias
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con los foliculos preantrales y persistentes (p>0,05) (figuras 133 y 137). En el grupo P15, la

expresion fue mayor en los foliculos preantrales grandes y antrales en relacion al resto de las

estructuras evaluadas (p<0,05) (figuras 134 y 137).
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Figura 131: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 132: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 133: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo P10. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 134: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en el
grupo P15. El andlisis se realizo en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05).

La comparacion entre grupos para cada categoria folicular mostré diferencias en la
expresion de esta proteina. Las muestras del grupo PO mostraron una mayor expresion de I1L-8
en la mayoria de las categorias foliculares en relaciéon con el grupo control. Las células de la
granulosa de los foliculos primarios, preantrales grandes y antrales de los grupos PO y P15
mostraron una mayor expresion de IL-8 que el grupo control (p<0,05). A su vez, las celulas
de la granulosa de los foliculos persistentes de los grupos PO, P5 y P15 mostraron una mayor

expresion de IL-8 que los foliculos dominantes del grupo control (como estructura de
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referencia). Ademas, los foliculos persistentes del grupo PO fueron los que presentaron la
mayor expresion en relacion a los otros foliculos persistentes (figuras 135 y 137).
Por otro lado, la teca interna de los foliculos antrales y atrésicos de los grupos PO y

P15, mostré una mayor expresion de IL-8 que las mismas estructuras en el grupo control

(p<0,05) (figuras 136 y 137).
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Figura 135: Expresién proteica relativa (medida como porcentaje de &rea inmunomarcada) de IL-8 en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 136: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de IL-8 en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 137: Diferentes estructuras foliculares ovaricas inmunomarcadas para IL-8 en animales de los grupos
control, PO, P5, P10 y P15. La barra indica 25 pm. G: granulosa, T: teca interna.

4.3.8.2.Concentracion de IL-8 en liquido folicular y suero

Se evalud la concentracion folicular y sérica de 1L-8 en muestras de los grupos control
de persistencia folicular. Como se puede observar en la figura 138, no se detect6 IL-8 en LF

de animales de los grupos control, PO, P5y P10 (< a 7,8 pg/ml), por lo que se pudo realizar el

analisis estadistico correspondiente. Por otro lado en LF de animales del grupo P15 IL-8 fue

cuantificable dentro de los limites de deteccién de la técnica. En suero no se hallaron

diferencias en la concentracion de IL-8 entre animales control y tratados (p>0,05).
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Figura 138: Concentracion de IL-8 en suero y en LF de animales control (foliculo dominante, proestro), PO,
P5, P10y P15. Los valores representan la media + DE. # IL-8 en LF de animales controles, PO, P5y P10 (< a
7,8 pg/ml). No se evidenciaron diferencias significativas (p>0,05).

4.3.9. TNF-a: Expresion proteica y localizacion

Se detect6 marcacion positiva para TNF-o en el citoplasma de las células de la
granulosa y de la teca interna de todas las categorias foliculares evaluadas dentro de cada
grupo. En la evaluacion a través de la foliculogénesis dentro de cada grupo en estudio, se
detect6 que la expresion en celulas de la granulosa en el grupo PO fue significativamente
mayor en la categoria de los foliculos persistentes en relacion a las demas estructuras
evaluadas. Ademas, las células de la granulosa de los foliculos antrales mostraron una menor
expresion en relacion al resto de las estructuras. Por otro lado, las células de la teca de los
foliculos antrales y persistentes presentaron mayor expresién que las demas estructuras
(p<0,05) (figuras 139 y 145).

A los 5 dias de persistencia, en las células de la granulosa, se encontr6 la mayor
expresion de TNF-o en los foliculos persistentes con respecto a las demas estructuras
foliculares (p<0,05). En la teca interna los foliculos preantrales grandes y persistentes
mostraron una expresion mas alta que los atrésicos (p<0,05), sin diferencias significativas con
los antrales (figuras 140 y 145).

En células de la granulosa durante el desarrollo folicular a los 10 dias de persistencia
se determinG una mayor expresion en foliculos persistentes en comparacion con los demaés
foliculos en estudio (p<0,05). A su vez los foliculos primarios y preantrales mostraron una
expresion significativamente mayor que los foliculos antrales. En células de la teca se

determind que la mayor expresion fue de los foliculos persistentes en relacion a los foliculos
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preantrales grandes y atrésicos (p<0,05), sin diferencias significativas con los foliculos
antrales (figuras 141 y 145).

A los 15 dias de persistencia, la expresion de TNF-a en las células de la granulosa fue
significativamente mayor en los foliculos persistentes en comparacion con el resto de las
estructuras evaluadas. Por otro lado, las células de la teca de los foliculos antrales y
persistentes presentaron una mayor expresion que las demas estructuras (p<0,05) (figuras 142
y 145).

Persistencia dia 0

25— .
5 T :
S 20
o
= b
= b
8 154
E b b granulosa
=
= 104 T [ : m (cca
g
<
o 1
S 5
s i ‘

0 T T T T T T
Primarios Preantrales Preantrales Antrales Atrésicos Persistentes
pequefios grandes

Figura 139: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo PO. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 140: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo P5. El andlisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 141: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo P10. El analisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media £ DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Figura 142: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en el
grupo P15. El anélisis se realiz6 en células de la granulosa y de la teca interna de todas las categorias
foliculares. Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras (granulosa) indican
diferencias significativas (p<0,05). Las barras con diferentes nimeros (teca interna) indican diferencias
significativas (p<0,05).

En el analisis por categoria folicular entre los grupos se detectaron variaciones en la
expresion de TNF-a en practicamente todas las categorias foliculares estudiadas. En células
de la granulosa pudo detectarse que en los foliculos primarios, la expresion de TNF-o fue
menor en el grupo P15 que en todos los otros grupos. Los foliculos antrales mostraron una
mayor expresion de TNF-a en el grupo P5 que en todos los otros grupos. Los foliculos
atrésicos de los grupos PO y P5 presentaron mayor expresion que los de los grupos control y
P15 (p<0,05), sin diferencias con el grupo P10 (p>0,05). Por otra parte, la expresion en las

células de la granulosa de los foliculos persistentes de los grupos PO, P5 y P10 presento
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mayor expresion en relacion a los foliculos dominantes del grupo control (como estructura de
referencia) y persistente del grupo P15 (p>0,05) (figuras 143 y 145).

A nivel de las células de la teca, se hallaron diferencias en la categoria de foliculos
preantrales grandes donde la expresion de TNF-a en el grupo P5 fue significativamente mayor
que en PO y P15 (p<0,05), sin diferencias con el grupo control y P10. Sumado a esto, en los
foliculos antrales, la expresion de TNF-o fue mayor en P10 que en control, P5 y P15, y los
foliculos atrésicos mostraron mayor expresion en los grupos PO y P10 que en el grupo P15

(p<0,05) (figuras 144 y 145).
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Figura 143: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en
células de la granulosa de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos grupos
en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes letras
indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).
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Figura 144: Expresion proteica relativa (medida como porcentaje de area inmunomarcada) de TNF-a en
células de la teca interna de cada categoria folicular (separadas por lineas de puntos) entre los distintos
grupos en estudio (en distintos colores). Los valores representan la media + DE. Las barras con diferentes
letras indican diferencias significativas dentro de la misma categoria (p<0,05).

Stassi~162



4. Resultados

Foliculos antrales Foliculos

r

€SICOS

Foliculos atr

Foliculos
Dominante/Persistentes

Figura 145: Diferentes estructuras foliculares ovéricas inmunomarcadas para TNF-a en animales de los
grupos control, PO, P5, P10y P15. La barra indica 25 um. G: granulosa, T: teca interna.
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5.1. PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA: UN MODELO EXPERIMENTAL PARA
EL ESTUDIO DE QUISTES FOLICULARES OVARICOS.

El estudio de los procesos que conducen a la falla ovulatoria y la persistencia del
foliculo dominante son claves para entender la patogénesis de la COD. Sin embargo, debido a
la imprevisibilidad de la aparicion de quistes, es extremadamente dificil y a menudo poco
practico estudiar su desarrollo espontaneo. Por lo tanto, el uso de modelos experimentales
para el analisis de los primeros eventos de la formacion de los quistes foliculares ovaricos, es
fundamental para comprender los mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad.

Mediante el desarrollo de este modelo experimental hemos comprobado que se
reproduce de manera fiel la situacién in vivo con la identificacion de criterios que permiten la
clasificacion de un foliculo como un quiste futuro, antes de su transformacion. Esto es muy
valioso en el estudio de cambios celulares y moleculares que preceden la formacion del quiste
ovarico. El estudio de los eventos tempranos en la formacion de los quistes es fundamental si
se pretende arribar a medidas que ayuden a un diagndstico precoz y a tratamientos efectivos.

El modelo de persistencia folicular inducida desarrollado permitié evidenciar cambios
en las concentraciones de gonadotrofinas, manifestados por la ausencia del pico preovulatorio
de LH con el consiguiente bloqueo de la ovulacidn, situacién que caracteriza y define también
a los quistes foliculares ovaricos espontaneos (Diaz y col., 2015; Diaz, 2016b). Siguiendo la
conclusion de Hatler y col. (2008) que indica que las concentraciones bajas de progesterona
pueden reducir la capacidad del E2 (enddgeno o exdgeno) de inducir un pico preovulatorio de
LH y la ovulacion, el modelo de persistencia folicular desarrollado fue congruente con dichos
hallazgos previos. La pulsatilidad de LH fue modificada, apareciendo en los grupos de 5, 10 y
15 dias de persistencia folicular una frecuencia pulsatil similar a la observada en el proestro
de los animales controles, aunque de menor amplitud. Estas modificaciones en los perfiles
plasmaticos de LH sumadas a concentraciones de FSH basales a través del tiempo,
favorecieron la persistencia y el crecimiento continuo del foliculo dominante hasta los 15 dias
en los animales tratados (Diaz y col., 2015; Diaz, 2016b). De esta manera, se corrobora lo
descripto por Bridges y Fortune (2003), quienes afirmaron que concentraciones subluteales de
progesterona son capaces de inducir un incremento en la frecuencia de los pulsos de LH,
inhibiendo su pico preovulatorio y asi la ovulacion.

Al evaluar los valores de hormonas esteroides en suero y en LF, obtenidos al final del

ensayo, al momento de la ovariectomia, la progesterona sérica presentd mayor concentracion
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en los animales con foliculos persistentes de 0 y 5 dias mientras que en aquellos con foliculos
de 15 dias disminuy6 de manera analoga a lo observado en los quistes espontaneos. En cuanto
al LF, la concentracion de esta hormona fue baja en todos los animales con foliculos
persistentes en relacion a los foliculos preovulatorios controles. La concentracion de 17-
hidroxiprogesterona se incrementd de manera proporcional al aumento de dias en persistencia,
tanto en suero como en LF, a excepcion del dia 0 de persistencia folicular, que no presentd
diferencias significativas con respecto al grupo control. La testosterona mostrd un incremento
gradual desde la etapa preovulatoria hasta el dia 15 de persistencia. Estos resultados sugieren
que los foliculos persistentes fueron capaces de mantener su habilidad de sintesis de
androgenos por un periodo extendido de tiempo, pero hacia el dia 15 de persistencia podria
haber comenzado a decrecer su capacidad para sintetizar estrogenos (aromatizacion), como ha
sido descrito previamente, tanto en foliculos persistentes como en quistes foliculares (Kojima
y col., 2003; Amweg y col., 2013; Diaz y col., 2015). Esta deficiente capacidad de
aromatizacion de los androgenos, por cambios morfo-funcionales en las células de la
granulosa, podria ser responsable del incremento en las concentraciones de testosterona que
caracteriza a los quistes foliculares en la vaca lechera (Dobson y Smith, 1995; Amweg Y col.,
2013). Los signos clinicos se presentan en relacion a las condiciones hormonales, el anestro es
el signo mas comun, especialmente durante el periodo posparto (Kesler y Garverick, 1982).
Los intervalos irregulares del estro, la ninfomania, la relajaciéon de los ligamentos pélvicos y
el desarrollo de rasgos fisicos masculinos son otros signos que pueden estar presentes
(Youngquist, 1986; Vanholder y col., 2006).

Las concentraciones de E2 fueron constantes entre el proestro y el dia 10 de
persistencia, decreciendo significativamente hacia el dia 15 de persistencia. Este incremento
en las concentraciones séricas podria reflejar la produccién de E2 por las células de la
granulosa viables hasta el dia 10 de persistencia. EI aumento de la capacidad secretora de E2
de foliculos persistentes en un ambiente hormonal de progesterona subluteal se puede atribuir
a un aumento de la masa de tejido con capacidad esteroidogenica. La alta frecuencia de pulsos
de LH podria también promover la produccién de androgenos foliculares, llevando a una
sintesis incrementada de E2 (Fortune, 1986), y esto ha sido asociado con la patogénesis de los
quistes foliculares (Hatler y col., 2003). En ausencia de los efectos inhibidores de las
concentraciones luteales de progesterona, estos foliculos dominantes persistentes desarrollan
un mayor espesor de teca interna que puede producir relativamente mayores niveles de

andrdgenos tras la estimulacion frecuente por parte de LH. En consecuencia, se produce la
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aromatizacion de estos andrégenos a E2 en las células de la granulosa y los resultados son,
concentraciones mayores de E2 en plasma en los animales con foliculos persistentes frente a
aquellos con foliculos dominantes normales. Ademas, las concentraciones séricas de E2
indican que la produccion de este esteroide desde los foliculos persistentes declina hacia el dia
15 de persistencia. Esto coincide con los cambios histologicos observados en las células de la
granulosa de los foliculos con 15 dias de persistencia, como se discute mas adelante. Por otra
parte, investigaciones previas aseguran que los foliculos persistentes poseen una mayor
capacidad de produccion de progesterona posiblemente originada en una luteinizacion
prematura (Bigelow y Fortune, 1998).

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

Coincidentemente con los cambios hormonales, se observaron cambios a nivel
morfoldgico, ya que los foliculos que persistieron en los distintos dias evaluados, mostraron
una pérdida de espesor en las capas de la granulosa y teca, a medida que avanzaba el tiempo
de persistencia. Particularmente, en los foliculos persistentes del dia 15 el espesor tanto de la
capa de células de la granulosa como de la teca interna fue menor en relacion a la de los
foliculos preovulatorios controles (Diaz y col., 2015).

La sumatoria de estos hallazgos, permiten postular que podria desencadenarse una
maduracion prolongada de los ovocitos pertenecientes a foliculos dominantes persistentes
segun lo descrito por Revah y Butler (1996), y como consecuencia generar alteraciones en la
fecundacion o aumento en la mortalidad embrionaria.

En funcion de estos hallazgos, podemos inferir que los foliculos persistentes inducidos
por este modelo parecen replicar adecuadamente a los quistes foliculares que surgen de forma
espontanea en las vacas lecheras, proveyendo una nueva herramienta para estudiar los
estadios tempranos de formacion de quistes y desarrollo de la COD. El estudio de este modelo
experimental sugiere que los ovarios quisticos son formados cuando la adenohipofisis falla en
liberar el pico preovulatorio de LH en respuesta a un incremento preovulatorio de E2 (Silvia 'y
col., 2002). Estos resultados indican que los quistes ovaricos son similares en numerosas

caracteristicas a los foliculos persistentes inducidos por la administracion prolongada de
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concentraciones subluteales de progesterona. Confirmando el rol local de las concentraciones
intermedias de progesterona en la patogénesis de la COD y en los mecanismos regulatorios de
la funcion ovérica, el perfil endocrino, la dinamica de crecimiento y las caracteristicas

histologicas de los foliculos persistentes son analogas a las de los quistes espontaneos.
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5.2. EXPRESION DE CITOQUINAS EN OVARIOS DE ANIMALES NORMALES, CON
COD ESPONTANEA Y PERSISTENCIA FOLICULAR INDUCIDA

El estudio de los procesos que conducen a la falla ovulatoria y la persistencia del
foliculo dominante es la clave para entender la patogénesis de la COD (Diaz y col., 2015). Las
citoquinas son moléculas de sefalizacion celular que cumplen una funcion importante en los
procesos inflamatorios (Rashid y col., 2017). Diversos estudios han demostrado que las
citoguinas no sélo se expresan durante las reacciones inmunes, sino que también regulan otros
procesos fisioldgicos como la ovulacion (Dhillo y col., 2006). En este sentido, las citoquinas
desempefian un papel muy importante en el desarrollo folicular ovérico, regulando el
crecimiento, la diferenciacion y la muerte de diferentes componentes celulares del ovario
(Nash y col., 1999). Las citoquinas evaluadas en esta tesis han demostrado ser importantes en
el ovario de los mamiferos. Estas citoquinas estdn implicadas en la regulacion de la
maduracion folicular y la ovulaciébn mediante mecanismos paracrinos Yy autocrinos
(Brénnstrém y col., 1993; Terranova y Rice, 1997; Bukulmez y Arici, 2000). La deteccion de
citoguinas puede utilizarse para la caracterizacion, prediccion y regulacion del estado ovarico,
asi como para el tratamiento de trastornos ovéricos (Sirotkin, 2011; Sheldon y col., 2014). En
humanos, esta descripto un circulo vicioso entre citoquinas pro y antiinflamatorias que se cree
que participa en la patogénesis del sindrome de ovario poliquistico (PCOS, del inglés:
polycystic ovary syndrome) (Ebejer y Calleja-Agius, 2013; Rashid y col., 2017).

Debido a que la creciente evidencia sugiere que la ovulacién comparte numerosas
caracteristicas de una reaccion inflamatoria, en esta tesis se evalud la expresion de las
citoquinas IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-8 y TNF-qa, y los receptores del sistema IL-1,
IL-1RI e IL-1RII, en células foliculares ovéricas de animales controles sanos, con COD
espontanea y en un modelo de persistencia folicular inducido por progesterona. Los resultados
obtenidos evidencian por primera vez que la COD vy la persistencia folicular en vacas son
concurrente con alteraciones en la expresion de estas citoquinas en diferentes estructuras
foliculares. Por otra parte, estas citoquinas se expresaron diferencialmente entre los grupos a
partir de las primeras etapas de la foliculogénesis, lo que podria afectar el desarrollo folicular
temprano y, por tanto, perturbar la fisiologia ovérica y contribuir a la recurrencia informada
anteriormente para COD (Vanholder y col., 2006; Ortega y col., 2015).

Actualmente, se dispone de informacion limitada sobre la expresion de estas
citoguinas en vacas con COD. Sin embargo, esta enfermedad tiene caracteristicas similares al
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PCOS, trastorno caracterizado por anovulacion e infertilidad en mujeres (Barnes y Rosenfield,
1989). Se ha investigado el papel de las citoquinas en el PCOS, con resultados discrepantes
relacionados con los diferentes procedimientos de analisis y las diferentes poblaciones del
estudio (Amato y col., 2003).

Como ya fue mencionado, el proceso ovulatorio comparte numerosas similitudes con
una reaccion inflamatoria aguda (Espey, 1994), en la que la LH desencadena una cascada de
eventos bioquimicos, incluyendo la produccion no sélo de hormonas esteroides y factores de
crecimiento ovaricos, sino también de citoquinas. Esto representa un nuevo aspecto de las
interacciones entre el sistema neuroendocrino y el sistema inmune (Machelon y Emilie, 1997,
Smolikova y col., 2012). La respuesta inflamatoria asociada con el proceso ovulatorio parece
estar centrada dentro de las capas celulares de la teca interna y de la granulosa (Espey, 1994).
En esta tesis, la inmunoexpresion de todas las citoquinas se observé en granulosa y células de
la teca en los foliculos de diferentes etapas de desarrollo de los animales controles. Esto

sugiere un papel de estas citoquinas en la comunicacion celular intraovarica.

5.2.1. Sistemade la IL-1

Los miembros del sistema IL-1 se expresan en el ovario de humanos (Zolti y col.,
1991; Barak y col., 1992; Hurwitz y col., 1992; Brannstrom y col., 1994; De Los Santos y
col., 1998; Carlberg y col., 2000), ratones (Simon y col., 1994; Terranova y Rice, 1997), ratas
(Hurwitz y col., 1991; Scherzer y col., 1996; Wang y col., 1997; Kol y col., 1999a,b) equinos
(Martoriati y col., 2002; Martoriati y Gérard, 2003) y bovinos (Passos y col., 2016). La IL-1
controla la transicion de las células foliculares facilitando su proliferacion y diferenciacion
(Brannstrém, 2004), y es capaz de modular la esteroidogénesis y promover la proliferacion de
células de la granulosa en porcinos (Fukuoka y col., 1989), bovinos (Spicer y Alpizar, 1994),
ratas (Wang y col., 1997) y humanos (Best y Hill, 1995; Trundley y Moffett, 2004;
Salamonsen y col., 2007). Por otro lado, Kolbus y col. (2006) han demostrado que un
polimorfismo comun del gen de la IL-/a pero no del de IL-/4 esta asociado con la presencia
de PCOS y con los parametros clinicos de las mujeres afectadas por este sindrome. Aunque el
gen IL-/a no ha sido detectado en células de la granulosa equina (Martoriati y Gérard, 2003),
en la presente tesis se detectd expresion de este gen por primera vez en células de ovario
bovino. Esto podria atribuirse a ciertas diferencias especificas de la especie en relacion con la
expresion génica de IL-/a ovarica. Aungue no fue posible cuantificar la expresion del ARNm
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de IL-/a en todas las muestras controles, la PCR en tiempo real permitio la deteccion de todos
los transcriptos. Por otra parte, la inmunodeteccion de la proteina IL-1a fue significativamente
mayor en la granulosa de los foliculos de las primeros estadios de desarrollo que en los
foliculos antrales tanto en el grupo control como en el grupo COD espontanea y P0O. Cuando
comparamos la expresion de IL-la en quistes en relacion a foliculos antrales del grupo
control, observamos que era mayor en los quistes espontaneos. Sin embargo, se dispone de
informacidn limitada sobre la localizacion celular y la expresion de la IL-1a ovarica. En el
ovario humano, tanto la IL-1a como la IL-1 se expresan en células de la granulosa, con una
expresion méas pronunciada de IL-13 (Hurwitz y col., 1992; Brannstrom, 2004). Las acciones
del sistema de IL-1 en el foliculo ovérico humano durante la foliculogénesis probablemente
tienen lugar tanto en las células de la granulosa como en las células de la teca interna porque
el IL-1RI se expresa en estos dos compartimentos foliculares (Hurwitz y col., 1992;
Brénnstrom, 2004).

Las variaciones en la expresion de IL-1a en la persistencia folicular coinciden con lo
observado en la COD espontanea, donde se determind una mayor expresion de IL-1a en la
granulosa de los foliculos quisticos en comparacion a los foliculos antrales de los animales
controles. Debido a que la definicién de quistes foliculares contempla como suficientes
10 dias de persistencia en el ovario, consideramos los foliculos persistentes del dia 15 como
quistes foliculares, y se determind que el aumento de la expresion de esta IL es progresivo en
el tiempo hasta el dia 10 de persistencia. En este tiempo de persistencia, la expresion
permanece elevada, sin diferencias en el tiempo esperado para la ovulacion (grupo PO) en
relacion con los foliculos dominantes del grupo control. Esto indicaria que los cambios en la
expresion de IL-la se presentan incipientemente durante el desarrollo de COD. La
participacion de la IL-1a en la esteroidogénesis ovarica local muestra claramente su papel en
el desarrollo folicular y posterior ovulacion (Brannstrom y Janson, 1989; Tanaka y col., 1992;
Brannstrom y col., 1993). Considerando sus mdaltiples funciones, la alta expresion de esta
citoquina desde las primeras etapas de persistencia, como lo observado en el grupo P5, podria
indicar su participacion en la génesis de los quistes foliculares.

Es bien conocida la accion de IL-1B en la ovulacion, esta proteina no mostrd una
alteracion en su expresion, excepto en los foliculos preantrales pequefios, en los que la
granulosa del grupo control mostrd6 menor expresion en relacion con las vacas con COD. La
misma diferencia se determind en el modelo experimental, en células de la granulosa, la

expresion de IL-1B fue menor en los foliculos preantrales pequenos de los grupos control que
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en los de los grupos PO y P15. Tanto en la enfermedad espontanea como en el modelo
experimental de persistencia, la IL-1 mostré una expresion ligeramente alterada que indica
que su intervencion en el complejo proceso ovulatorio podria estar regulada por otras
proteinas del sistema IL-1, como receptores o antagonistas de los receptores. Hemos
demostrado que la expresion de IL-1a es mayor en las células de la granulosa de los foliculos
persistentes de los grupos P5, P10 y P15 y quistes foliculares que en los foliculos controles.
Dado que la IL-1a se une a los mismos receptores que la IL-1p y genera el mismo efecto
sobre las células, esta citoquina podria ser el ligando principal que interviene en la
persistencia folicular de la COD. Estudios anteriores han demostrado que durante la
foliculogénesis, la IL-1 controla la transicion de las células foliculares de una fase
proliferativa a una etapa de diferenciacion, facilitando la proliferacion y previniendo la
diferenciacion prematura (Brannstrom, 2004).

Passos y col. (2016) fueron los primeros en reportar la presencia de miembros del
sistema IL-1 en diferentes categorias foliculares y diferentes compartimentos de foliculos en
tejido ovarico bovino, proponiendo un papel importante del sistema IL-1 en la regulacion de
la foliculogénesis bovina. Otra forma en que la IL-1 modula positivamente el crecimiento
folicular es influyendo en la apoptosis, el principal componente de la atresia folicular (Chun 'y
col., 1995; Brannstrém, 2004), indicando que esta citoquina participaria en determinar si los
foliculos experimentan atresia o progresan a la ovulacion (Field y col., 2014). Estos hechos
denotan la importancia de esta citoquina en las primeras etapas del desarrollo folicular. Esta
citoguina también actla sobre diversas vias de la cascada ovulatoria tales como la sintesis de
progesterona (Peterson y col., 1993), la induccion de gelatinasas (Hurwitz y col., 1993) y la
actividad de la 6xido nitrico sintasa (Ellman y col., 1993; Brannstrém y col., 2010), entre
otros procesos (Kokia y col., 1993, Hurwitz y col., 1995a, Brannstrom, 2004). Después de la
ovulacion, la IL-1 puede influenciar la funcion de las células de la granulosas luteinicas de
forma paracrina, deteniendo las actividades que disuelven las proteinas y la fibras de colageno
en el ovario, un tiempo después de la ovulacion (Papacleovoulou y col., 2011; Woolery y
Kruk, 2011; Lee y col., 2011; Xia y col, 2013). Las concentraciones de esta citoquina en LF y
suero fueron bajas en todos los grupos, esto puede explicarse por la ausencia de enfermedades
en los animales incluidos en este estudio. Por otro lado, no se encontraron diferencias entre el
grupo con COD vy el grupo control en el LF o en el suero, en concordancia con lo observado
en el tejido evaluado por la técnica de inmunohistoquimica indirecta. Cuando realizamos la

comparacion entre LF y suero en la persistencia folicular, el grupo PO mostré que la
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concentracion de IL-1p fue mayor en suero que en LF, indicando que la persistencia folicular
estaria acompafiada por una alteracion en la secrecion de esta citoquina. Como se ha descrito
por otros autores (Bersinger y col., 2014), el nivel sérico de citoquinas refleja su liberacién
conjuntamente por todos los foliculos activos e incluso por el estroma. Ademas, la IL-1B
modula la produccion total de prostaglandina E por las células de la granulosa,
proporcionando asi un mecanismo para determinar el sitio de la ruptura del foliculo (Hurwitz
y col., 1995a, b, 1997; Duffy and Stouffer, 2002; Gaytan y col., 2002; Field y col., 2014). Su
incremento en el dia esperado de la ovulacion en el grupo PO podria contribuir a la falla en el
orquestado mecanismo de la ovulacién. Por otro lado, no se encontraron diferencias en el LF
0 suero entre los grupos de persistencia folicular y el grupo control, resultados que
concuerdan con lo observado en tejido evaluado por inmunohistoquimica en el modelo
experimental. Los resultados aqui presentados concuerdan con los de Niu y col. (2017), en los
que no se identificaron diferencias en las concentraciones de IL-1B ¢ IL-4 entre los grupos
control y PCOS. Sin embargo, Rashid y col. (2017) detectaron IL-1p en suero de mujeres con
PCOS vy controles, y el nivel fue significativamente menor en PCOS en comparacion con los
controles. Cabe destacar que, los resultados en el modelo experimental concuerdan con los
observados en la COD espontanea, tanto en tejido, como en LF y suero, dando un indicio de
que el modelo representa un escenario compatible a la enfermedad a campo, con la ventaja
que pueden ser evaluadas las etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad.

Un componente importante del sistema de la IL-1 intraovarico es el antagonista natural
del receptor de IL-1 (IL-1RA), que actia como un atenuador de la accién de IL-1. EI IL-1RA
en el ovario de rata se expresa en células de la granulosa de foliculos preantrales pero no en
foliculos de etapas anteriores (Wang y col., 1997; Brannstrém, 2004). Passos y col. (2016)
demostraron la presencia de esta citogquina en todas las estructuras del ovario bovino, con una
débil expresion de la misma en las células de la teca. Estos resultados coinciden con la
expresion observada a lo largo de la foliculogénesis en el grupo control. Sin embargo, en la
COD vy en los grupos de persistencia folicular, la expresion de IL-1RA a lo largo de la
foliculogénesis fue relativamente constante. En un sistema de perfusion in vitro en ovarios de
rata, se ha demostrado que IL-1RA suprime el nimero de ovulaciones estimuladas con LH
(Peterson y col., 1993). A su vez, se demostro el rol in vivo para el IL-1RA en la ovulacion,
donde la administracion en el saco de la bolsa ovérica de ovarios preovulatorios de rata
disminuyd la respuesta ovulatoria cuando se administro IL-1RA antes de hCG (Ono vy col.,
1997) o 5 horas después de hCG (Simén y col., 1994; Brannstrom, 2004). Polimorfismos en
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los genes de IL-14 e IL-1RA han sido correlacionados positivamente con la probabilidad de
esterilidad causada por PCOS en humanos (Xia y col., 2013). A su vez, determinaron que los
pacientes con estos genes de alto riesgo deben realizar una prevencion temprana y evitar la
aparicion de trastornos metabodlicos y otras complicaciones a largo plazo. Por lo tanto,
consideramos a la ovulacion como un curso de eventos inflamatorios y el organismo
aparentemente intenta limitar la cascada de reaccion subsiguiente, manteniendo de esta
manera la integridad de los tejidos subyacentes. Se sugiere que el IL-1RA actla de forma
autocrina/paracrina en la vecindad inmediata de las células para minimizar la respuesta
inflamatoria generada por IL-1B (Rashid y col., 2017). De este modo, IL-1RA suprime las
reacciones mediadas por IL-lo y B del sistema inmune contra el dano del tejido ovarico
durante la ovulacién. Buscher y col. (1999) demostraron que el LF peri-ovulatorio humano
contiene concentraciones sustanciales de IL-1RA. El equilibrio entre los niveles de IL-1RA e
IL-1 en los tejidos locales influye en los efectos fisiologicos o fisiopatoldgicos relativos de la
IL-1 (Arend, 2002). En humanos, los niveles de IL-1RA son elevados en la circulacion de
pacientes con una variedad de afecciones inflamatorias, infecciosas y posquirurgicas,
indicando la importancia de la produccion de esta proteina antiinflamatoria (Arend y col.,
1998). Es muy probable que el IL-1RA circulante se difunda en los tejidos e influya en la
relacion local de IL-1RA / IL-1. Sin embargo, debido al efecto del receptor soluble, se
necesitan niveles de IL-1RA 100 veces superiores a IL-1 para inhibir funcionalmente los
efectos biologicos de IL-1 en las células diana (Arend y col., 1990). Por lo tanto, IL-1RA
debe producirse abundantemente en los tejidos locales para bloquear los efectos de la IL-1
(Arend, 2002). Dado que IL-1o mostrd sobreexpresion en granulosa de quistes y foliculos
persistentes, se podria explicar la elevada expresion de IL-1RA, con el fin de contrarrestar a
IL-1, tal como se observa en los quistes foliculares y en los foliculos persistentes del grupo
P15 en relacion con los foliculos dominantes del grupo control, situacién que podria haber
interferido con el proceso ovulatorio.

El IL-1RI evidencio una expresion constante sin diferencias entre los grupos, excepto
en quistes en los fue significativamente mayor en comparacion con los foliculos dominantes
del grupo control, tanto en las células de la granulosa como en la teca interna. Nuestros
resultados coinciden con los de Scherzer y col. (1996) donde se describen que, el subtipo de
receptor principal en el ovario de rata durante la foliculogénesis es la IL-1RI con niveles de
expresion elevados practicamente constantes en el foliculo, en contraste con la expresion muy

baja de IL-1RII (Scherzer y col., 1996, Brannstrom, 2004). Sin embargo, se han reportado
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resultados contradictorios en diferentes estudios. Schmidt y col. (2014) evaluaron la expresion
de IL-1RI en los ovarios de pacientes sanos y con PCOS por medio de PCR cuantitativa y
encontraron una menor expresion de este receptor en el estroma ovarico en pacientes con
PCOS y no encontraron diferencias en la expresion del mismo receptor en células de la
granulosa. Nuestros resultados difieren de los descritos anteriormente, probablemente debido
a diferencias entre especies, y probablemente, debido a diferencias metodoldgicas. Los
resultados observados en la COD espontanea no fueron reflejados en el modelo experimental
de persistencia folicular. En el modelo, la expresion de IL-1RI no mostrd diferencias, excepto
en los foliculos antrales en los que la granulosa del grupo PO mostré menor expresion que los
grupos P5, P10 y P15, sin diferencias con el grupo control. El IL-1RI puede sufrir un
desprendimiento dependiente de la metaloproteinasa del dominio extracelular, dando lugar a
un receptor soluble (Elzinga y col., 2009; Twomey Yy col., 2009). El ectodominio separado
(sIL-1RI) actua como sefiuelo soluble, ya que es capaz de capturar IL-1 y prevenir su
interaccion con receptores de membrana (Burger y col., 1995; Kopf y col., 2010). Sin
embargo, sIL-1RI también capta y secuestra el antagonista IL-1RA, reduciendo asi la
capacidad inhibidora de este (Burger y col., 1995; Symons y col., 1995; Boraschi y Tagliabue,
2013). Por otra parte, la expresion de IL-1RI fue significativamente menor en la granulosa de
los foliculos de los primeros estadios de desarrollo que en los quistes en el grupo COD
espontanea, y la inmunomarcacion fue contante en la foliculogénesis del resto de los grupos
evaluados. La presencia de IL-1RI se demostré previamente en ovocitos, granulosa, teca y
células del cumulus en el tejido ovéarico de ratones (Simén y col., 1994), ratas (Wang y col.,
1997; Kol y col., 1999b), mujeres (Hurwits y col., 1992; De los Santos y col., 1998) y yeguas
(Martoriati y col., 2002). En el bovino (Passos y col., 2016), el raton (Terranova y Rice, 1997)
y los humanos (Wang y col., 1997), la expresion de IL-1RI varia con el desarrollo folicular y
poblacién celular ovérica (Wang y col., 1997; Murayama y col., 2010). El ARNm de IL-1RI
estd presente en las células granulosa y teca de foliculos en crecimiento, pero ausente en
foliculos primordiales y preantrales en el ovario de rata (Wang y col., 1997). Por otra parte, el
ARNmM de IL-1RI es mas abundante en células de teca que en células de granulosa en
foliculos preovulatorios de rata (Wang y col., 1997; Murayama y col., 2010).

La expresion de IL-1RII en los quistes, fue significativamente mayor que en los
foliculos dominantes del grupo control, tanto células de la granulosa como de la teca interna.
IL-1RII tiene una cola citoplasmatica corta y no posee dominio TIR, por lo que no genera
sefial. Se libera en una forma soluble (Kuhn y col., 2007, Lorenzen y col., 2012) como
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consecuencia del procesamiento proteolitico o empalme alternativo (IL-1RIIs) (Garlanda y
col., 2013). IL-1RII regula negativamente la actividad de IL-1 por diferentes mecanismos. Al
unirse con alta afinidad, IL-1RII actia como una trampa molecular para IL-1 (Colotta y col.,
1993; Re y col., 1996). Curiosamente, IL-1RII se une a IL-1RA al menos 100 veces menos
eficientemente que los agonistas (Smith y col., 2003; Garlanda y col., 2013). La prolL-1p
puede ser procesada extracelularmente por la caspasa-1 liberada y por otras proteasas, y dar
lugar a formas activas de la citoquina, aumentando de este modo la inflamacion (Hazuda y
col., 1990). En esta situacion, el IL-1RlIs es capaz de capturar a la prolL-1p vy, al ligarse,
prevenir su clivaje proteolitico (Symons y col., 1995; Boraschi y Tagliabue, 2013). El IL-
1RIIs también se localiza en el citosol de células que expresan IL-1RIl (Kawaguchi y col.,
2006) y es capaz de capturar prolL-1p (Symons y col., 1995; Boraschi y Tagliabue, 2013) y
prolL-1a (Zheng y col., 2013). Varios mediadores antiinflamatorios inducen la expresion de
IL-1RII, entre los cuales se cuentan a las hormonas glucocorticoides, prostaglandinas,
aspirina, citoquinas Th2 (IL-4 e 1L-13), IL-10 e IL-27 (Spriggs y col., 1992; Colotta y col.,
1993), sugiriendo que la induccion de IL-1RII contribuye al efecto antiinflamatorio de estos
mediadores (Garlanda y col., 2013; Bonecchi y col., 2016).

Los receptores sefiuelos y receptores sin sefializacion o atipica, han surgido como una
estrategia general conservada en la evolucion para ajustar la accion de las citoquinas,
quimiocinas y factores de crecimiento (Bonecchi y col., 2016). El aumento de la expresion de
IL-1RI1 se detecto en los foliculos quisticos y podria reflejar la activacion de la regulacion
negativa endogena de las vias de la inflamacién. En el modelo de persistencia folicular, la
expresion en las células de la granulosa fue mayor en los foliculos antrales de los grupos P5 y
P15 que en todos los otros grupos. En los foliculos persistentes, la expresion de IL-1RII fue
mayor en los grupos P5, P10 y P15 que en los foliculos dominantes del grupo control. En las
células de la teca de los foliculos persistentes, la expresion fue mayor en el grupo PO que en
todos los otros grupos. La mayor expresion de IL-1RI1I detectada en los foliculos persistentes
se condice con lo observado en la COD espontanea. A lo largo de la foliculogénesis las
células de la granulosa de animales controles, mostraron la mayor expresién en los foliculos
atrésicos en relacion a las categorias restantes, este resultado podria indicar una clara
participacion de la IL-1 en la proliferacion de las células de la granulosa, siendo el IL-1RII
encargado de bloquear la accidn de esta citoquina. El IL-1RIl se comportdé de la misma
manera a lo largo de la foliculogénesis en el grupo COD espontéanea y control, mostrando los
quistes una marcacion similar a los foliculos atrésicos. En los grupos P5, P10 y P15 la
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expresion fue similar al grupo control. El grupo P15, en particular mostrd, a lo largo de la
foliculogénesis, una expresion similar a la detectada en el grupo COD. Estos resultados
soportan aun mas la utilidad de este modelo en el estudio de la quistogénesis. Estudios
anteriores demuestran la presencia del IL-1RIl en la foliculogénesis normal en bovinos
(Passos y col., 2016). Estos autores observaron mediante inmunohistoquimica una tincion de
moderada a fuerte en células de la granulosa, mientras que las células de teca tenian una
tincién moderada en foliculos antrales grandes, sin mostrar marcacion en estadios anteriores.
Ellos determinaron que con el crecimiento de foliculos antrales pequefios a grandes, hay un
aumento en la expresion de IL-1RIl (Passos y col., 2016). Nuestros resultados en el grupo
control difieren de los de Passos y col. (2016) dado que detectamos marcacion en todos los
estadios evaluados siendo la mayor expresion en la capa de células de la teca del grupo de
foliculos antrales, esto puede deberse en parte a la homogeneidad de las muestras utilizadas o
diferencias técnicas.

Estos hallazgos revelan la complejidad de la regulacién del sistema IL-1, de modo que
un desequilibrio en cualquiera de sus miembros podria romper el equilibrio del mismo. IL-
1RII e IL-1RA podrian estar bloqueando la participacion de IL-1B en el complejo proceso
ovulatorio, pero, por otro lado, la sobreexpresion de IL-1R1 en quistes foliculares espontaneos
podria estar favoreciendo la acciobn de esta citoquina. Asi mismo, encontramos
sobreexpresada IL-1a en la granulosa de los quistes y foliculos persistentes y, teniendo en
cuenta que ambos ligandos se unen a los mismos receptores, podrian ser responsables de una
accion alterada de estas citoquinas sobre las células del foliculo ovarico que, como sabemos,
estan implicadas en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Chun y col., 1995;
Brénnstrom, 2004).

5.2.2. Expresion de IL-4

Se observaron variaciones en la expresion de IL-4, las células de la granulosa y de la
teca interna de los foliculos quisticos del grupo COD espontdnea mostraron una mayor
expresion que los foliculos dominantes del grupo control. Del mismo modo, en el modelo
experimental de induccion de foliculos persistentes la expresion fue mayor en las células de la
granulosa de los foliculos persistentes de todos los grupos de persistencia que en los foliculos
dominantes del grupo control. En las células de la teca de los foliculos persistentes de los
grupos PO y P15, la expresion fue mayor que en los foliculos dominantes del grupo control.
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La expresion de IL-4 en foliculos quisticos y persistentes del grupo P15 se comporto de
manera similar. Hatzirodos y col. (2014) describieron el perfil de transcriptoma de las células
de la granulosa de los foliculos ovéricos bovinos y el gen del receptor inmunorregulador,
IL4R fue identificado entre la lista de genes activados en foliculos antrales grandes. Se ha
demostrado que la expresion de I1L-4 y su receptor aumentan en el foliculo preovulatorio de
rata (Leo y col., 2001). Colotta y col. (1993) demostraron que IL-1RII actia como una trampa
molecular para IL-1, una funcion mejorada por IL-4, que aumenta la expresion en la
membrana y la liberacion de esta molécula de union a IL-1. Con respecto a esto, la expresion
tanto de IL-1RIl como de IL-4 fue mayor en los foliculos atrésicos y quistes, esto podria
indicar una co-estimulacién en la secrecidn de estas citoquinas, evidenciado por una expresion
similar de ambas citoquinas a lo largo de la foliculogénesis. Se ha demostrado que la IL-4
estimula la expresion de ARNm de 33-HSD en cultivos primarios de células de la granulosa
luteinizadas humanas (Cote y col., 2000; Simard y col., 2005). A lo largo de la foliculogénesis
las células de la granulosa de animales controles, mostraron la mayor expresion en los
foliculos atrésicos en relacion a las categorias restantes, este resultado podria indicar una clara
participacion de la IL-4 en la regulacién de la proliferacion de las células de la granulosa. La
IL-4 se comport6 de la misma manera a lo largo de la foliculogénesis en el grupo COD
espontanea, mostrando los quistes una marcacion similar a los foliculos atrésicos. En los
grupos de persistencia folicular los foliculos atrésicos evidenciaron la mayor expresion con
respecto a los foliculos de los primeros estadios de desarrollo. Volpert y col. (1998)
demostraron que la IL-4 es un potente inhibidor de la angiogénesis in vivo cuando se
introduce localmente, asi como cuando se inyecta sistémicamente. Este proceso es importante
para el crecimiento folicular normal durante las etapas finales de la foliculogénesis y se
encuentra alterado en los foliculos quisticos (Isobe y col., 2005, 2008). A su vez la IL-4 tiene
actividad antiinflamatoria y podria estar bloqueando el proceso inflamatorio asociado a la
ovulacion. Previamente ha sido demostrado que la IL-4 tiene un efecto antiinflamatorio
directo in vitro mediante la supresion de la secrecion de IL-1pB, IL-12, IL-10 y TNF-a por
monocitos e IL-1p e IL-12 por macrofagos (Dembic, 2015).

El andlisis de la concentracion sérica y en LF de IL-4 no mostro diferencias entre las
vacas controles y con COD. Sin embargo, en ambos grupos, los niveles de IL-4 fueron
mayores en LF que en suero. Por otro lado, y comportandose de manera similar el anélisis de
las concentraciones séricas y de LF de IL-4 no mostro diferencias entre los grupos control y el
modelo experimental. Sin embargo, en los grupos control, P10 y P15, los niveles de IL-4
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fueron mas altos en LF que en suero. Este hecho resalta la importancia de la regulacion local
de esta citoquina en el compartimento folicular y se evidencia una secrecion local de esta
citoquina. Dado que las citoquinas tienen en su mayoria un modo de accién paracrino o
autocrino, creemos que las concentraciones intrafoliculares representan mejor su papel en las
funciones ovaricas que las concentraciones sanguineas. Las concentraciones de citoquinas en
la sangre pueden estar influenciadas por sitios de produccion extraovaricos, y la produccion
extraovarica de citoquinas no siempre contribuye significativamente a las concentraciones de
citoquinas en el compartimiento folicular. Por lo tanto, podria considerarse que las
concentraciones intrafoliculares de citoquinas generan un interés especial en el estudio de su
papel en las funciones ovaricas. Gaafar y col. (2014) evalud las citoquinas en LF de mujeres
con PCOS y concluyd que la IL-4 en LF no mostré asociacion con el PCOS. Sin embargo,
Ostanin y col. (2007) demostraron que en pacientes con foliculogénesis alterada, las
concentraciones de IL-4 en el LF fueron significativamente menores que en las mujeres con
una mayor cantidad media de ovocitos recogidos. En el mismo estudio se determind que la
ausencia de embarazo después de la fertilizacion in vitro se asocia con niveles mas bajos de
IL-4 en combinacion con contenidos elevados de IL-8. Los resultados denotan una funcion
relevante de las citoquinas en la regulacién de la ovogénesis y en la preparacion del

endometrio para la implantacion del embrion.

5.2.3. Expresion de IL-6

La IL-6, otra citoquina pleiotrépica multifuncional que presenta propiedades tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias, ha sido implicada como un regulador intraovarico.
Los macrofagos activados y muchas otras células inmunes expresan IL-6, al igual que la
mayoria de las células estromales (Hunter y Jones, 2015). Se ha informado que las células de
la granulosa y teca expresan esta citoquina (Taylor y Terranova, 1995; Liu y col., 2009;
Bromfield y Sheldon, 2011; Price y Sheldon, 2013). Los niveles elevados de otras citoquinas
proinflamatorias, incluyendo el TNF-a y la IL-1f, pueden regular la produccion de I1L-6 de
manera autocrina/paracrina (Hunter y Jones, 2015). Ademas de su papel clave en la respuesta
inmune innata y adaptativa a la infeccion, 1L-6 ha sido implicada en diversos procesos
fisiologicos y fisiopatologicos vinculados con respuestas inflamatorias que incluyen la

regulacion metabdlica, el control neuroendocrino, la disfuncion reproductiva, la resistencia a
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la insulina y la enfermedad vascular (Telleria y col., 1998; Scheller y col., 2011; Samir y col.,
2017).

El ARNm que codifica IL-6 se detectdé mediante PCR cuantitativa en tiempo real en
células de LF de ovarios humanos (Wu y col., 2007). Las fluctuaciones en la expresion del
gen IL-6 se han correlacionado con la angiogénesis ciclica que se produce durante la
maduracion del foliculo ovérico (Motro y col., 1990). En esta tesis, no se observo diferencia
en la expresion de ARNm en muestras control y quisticas, de acuerdo con lo observado por
Wu y col. (2007) en quistes foliculares de mujeres con PCOS en comparacion con foliculos
normales de mujeres sanas.

Debido a que la IL-6 es producida por las células ovéricas y se encuentra en el LF, esta
citoguina puede actuar como un regulador autocrino y paracrino de la funcion ovarica (Adashi
y col., 1990; Buyalos y col., 1992). Brannstrom (2004) demostré que el ovario de rata
produce IL-6 antes y durante el proceso ovulatorio. En este sentido, observamos una
expresion moderada de IL-6 en la granulosa y la teca de todas las categorias foliculares de
foliculos controles, aunque, durante la foliculogénesis en el resto de los grupos persistencia
folicular y COD se evidenciaron variaciones en la expresion de esta proteina. Las células de la
granulosa de los quistes espontaneos mostraron mayor expresion con respecto a los foliculos
antrales del grupo control. En ratones, se informé una mayor inmunomarcacion para la I1L-6
en las células que rodean a los foliculos quisticos, principalmente en las células de la teca y
las células del estroma, en comparacion con los ratones controles (Deshpande y col., 2000).
En cambio, al comparar la concentracion en LF y suero de IL-6, no se hallaron diferencias
entre animales control y con COD. Zhang y col. (2017) examinaron el perfil de citoquinas en
LF de controles y pacientes con PCOS. Encontraron que las concentraciones de IL-6 en el
sobrenadante del LF fueron significativamente mayores en pacientes con PCOS en
comparacion con el grupo control. Se ha demostrado que la concentracion de IL-6 en suero y
LF se correlaciona con la etiologia de la infertilidad, las tasas de fertilizacion y los resultados
del embarazo en mujeres (Hammadeh y col., 2000; Zhang y col., 2017).

Previamente, describimos que la expresion de IL-6 fue significativamente mayor en
las células de la granulosa de los quistes que en los foliculos antrales del grupo control, sin
diferencias en las células de teca. Estos resultados coinciden parcialmente con los detectados
en el modelo experimental, en los que la expresion de IL-6 fue mayor en las células de la
granulosa de los foliculos persistentes del grupo P15 que en los foliculos dominantes de los
animales controles. A su vez, la expresion de IL-6 fue mayor en el grupo PO que en los
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foliculos dominantes del grupo control, indicando un cambio temprano en la expresion de esta
citoquina. Ademas, se detectd6 una mayor expresion de IL-6 en la teca interna de foliculos
persistentes de P10 relacionados con foliculos dominantes de animales controles, asi como en
foliculos antrales de los grupos P10 y P15 en relacion con los foliculos antrales controles.
Aunque la concentracion de IL-6 en LF fue similar en todos los grupos, se detectdé un aumento
en los niveles séricos, donde las concentraciones fueron significativamente mayores en los
grupos P5, P10 y P15 en relacion al grupo control. Estos resultados coinciden con los
postulados por Amato y col. (2003) y por VVgontzas y col. (2006), quienes observaron que las
mujeres infértiles con PCOS mostraban niveles mayores de IL-6 en suero en relacion al grupo
control. Como describen otros autores (Bersinger y col., 2014), el nivel sérico de citoquinas
refleja la liberacion de esta citoquina por parte de todos los foliculos activos e incluso el
estroma. Es decir, el aumento de los niveles séricos en los animales con foliculos persistentes
seria una consecuencia de un mayor nimero de foliculos que liberan citoquinas en el torrente
sanguineo. Es probable que parte de lo que se expresa en células de la granulosa se dirija
hacia la teca y desde alli al torrente circulatorio. Debe observarse que los niveles de esta
citoguina no disminuyeron pero permanecieron similares en todos los grupos, a pesar del alto
volumen de LF total en estas estructuras. Varios estudios apoyan la funcion de la IL-6 en la
neovascularizacion que acompafia a la fisiologia del tejido en remodelacion (Lin y col, 2003;
Nilsson y col., 2005). Por otra parte, la participacion de la IL-6 en la angiogénesis se ha
demostrado previamente, por lo que este aumento en su expresion podria estar relacionado
con el aumento de la vascularizacion de las capas de células de la teca observado en este
modelo (Diaz y col., 2015) y en las capas de células de la teca de quistes foliculares de vacas
con COD esponténea (Isobe y col., 2005, 2008). Esta alteracion puede estar asociada con el
desarrollo avanzado de la vasculatura y la acumulacion de LF en los foliculos quisticos,
caracteristica de esta enfermedad (Isobe y col., 2005). Loret de Mola y col. (1996) y Cannon
(1998) postularon que la IL-6 tiene un efecto estimulante sobre la secrecion de LH, que esta
alterada en pacientes con PCOS (Kazer y col., 1987; Amato y col., 2003), como ocurre en
animales con COD y en el modelo experimental. En este punto, debe recordarse que esta IL
también tiene acciones antiinflamatorias, una razon por la cual los altos niveles detectados en
este estudio pueden estimular un aumento de antagonistas de IL-1a y TNF-a, como se ha
observado en los resultados aqui presentados, ya sea suprimiendo o disminuyendo la
respuesta inflamatoria (Tilg y col., 1994). Aunque no se encontraron cambios en los niveles

foliculares entre los grupos, el aumento en los niveles séricos probablemente tenga efectos a
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nivel de otros 6rganos implicados en la reproduccion como el eje hipotdlamo-hipofisis y
sugiere la participacion de esta citoquina en la fisiopatologia de la COD.

5.2.4. Expresion de IL-8

La expresion de I1L-8 en la COD espontdnea no mostro alteraciones, excepto en los
foliculos antrales, en los que la teca interna del control expresé menores niveles en relacion a
las vacas con COD. En el modelo experimental la expresion de IL-8 en las células de la
granulosa fue mayor en los foliculos primarios, preantrales grandes y antrales de los grupos
PO y P15 relacionados con el grupo de control. Ademas, los foliculos persistentes de los
grupos PO, P5 y P15 mostraron una mayor expresion de IL-8 que los foliculos dominantes del
grupo control. La expresion de esta citoquina fue constante a lo largo de la foliculogénesis en
el grupo control, mostrando la mayor expresion en las células de la granulosa. Sin embargo,
en el grupo de animales con COD Yy en todos los grupos de persistencia, se observo la mayor
expresion en las células de la granulosa de los foliculos antrales con respecto a los primarios.
A su vez en el modelo de persistencia observamos que en las células de la granulosa hubo
diferencias en la expresion de esta IL en los estadios iniciales de desarrollo folicular. Estos
resultados demuestran que IL-8 podria estar implicada en la regulacion de la proliferacion y la
angiogénesis, como ha sido reportado por otros autores (Koch y col., 1992, Schadendorf y
col., 1993). Estos dos procesos son importantes para el crecimiento folicular normal durante
las etapas finales de la foliculogénesis y se encuentran alterados en los foliculos persistentes y
quisticos (Isobe y col., 2005; Diaz y col., 2015; Belotti y col., 2017). La permanente
expresion local de IL-8 y la invasion de neutréfilos pueden afectar la foliculogénesis y
deteriorar la reserva ovarica (Kitaya y Yamada, 2011). En los bovinos, la IL-8 promueve la
luteinizacidon después de la ovulacion (Shimizu y col., 2012, 2013) y se cree que €S un
mediador potente de la ovulacion mediante el reclutamiento y la activacion de neutrofilos. Al
mismo tiempo, en LF observamos que la concentracion de IL-8 en el grupo control y los
primeros grupos de persistencia folicular no pudo medirse debido a que la concentracién se
encontraba por debajo del nivel de deteccion de la técnica, mientras que en LF de los quistes
espontaneos y persistentes del grupo P15 la concentracion de la citoquina fue cuantificable en
todas las muestras. Esto sugiere que el aumento podria ser gradual a traves de la persistencia
folicular, haciéndose evidente hacia el dia 15 de persistencia lo que se condice con los quistes
espontaneos. Esto nos permite concluir que el aumento de la expresién de I1L-8 en las células
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de la granulosa de los foliculos antrales de vacas COD Yy persistentes de los grupos PO, P5 y
P15 y la concentracion encontrada en LF de quistes y foliculos persistentes del grupo P15,
podria contribuir, junto con la IL-6, a la intensa angiogénesis previamente mostrada en los
foliculos persistentes de este modelo (Diaz y col., 2015) y también observada en los quistes
espontaneos (Isobe y col., 2005, 2008).

Teniendo en cuenta los resultados aqui discutidos, podemos suponer que la IL-8
contribuye a la detencion del desarrollo folicular y, por tanto, a la persistencia folicular y

recurrencia de la enfermedad, interfiriendo con el correcto desarrollo folicular.

5.2.5. Expresion de TNF-a

TNF-o es una citoquina proinflamatoria multifuncional secretada principalmente por
macrdfagos activados y otras células inmunes, incluidos los linfocitos T, aunque también se
ha demostrado que muchos otros tipos de células, incluidas las células endoteliales vasculares,
las células del musculo esquelético y células del ovario, expresan y/o secretan TNF-a (Price y
Sheldon, 2013; Peake y col.,, 2015). TNF-a ha demostrado ejercer multiples efectos
fisiologicos sobre la funcidon ovérica, incluyendo la modulacién sobre la esteroidogénesis
folicular y lutea, la atresia del foliculo y lutedlisis (Wu y col., 2004; Turner y col., 2011,
Walusimbi y Pate, 2013; Sheldon y col., 2014; Samir y col., 2017). El ARNm que codifica el
TNF-a ha sido detectado en ovario en células de LF humanas y de rata (Sancho-Tello y col.,
1992). En acuerdo con los hallazgos de Wu y col. (2007), no encontramos diferencias en la
expresion de ARNm entre el control y muestras de quistes. Los resultados de la
inmunoexpresion difieren de los obtenidos a nivel de expresion génica de IL-/a, IL-6 y TNF-
a, Y la ausencia de ARNm de la mayoria de las muestras del grupo control puede ser debido a
la baja expresion de estos genes o0 a la escasa cantidad de muestra obtenida a partir de las
ceélulas del LF. Ademas, como lo observaron Martoriati y Geérard (2003), la expresion de los
genes de las citoquinas en las células de la granulosa varia durante la maduracion folicular,
probablemente bajo la influencia de gonadotrofinas.

Se ha descripto que TNF-a se expresa en ovarios normales de ratas, ratones, vacas,
mujeres y otras especies, con mayor expresion principalmente en células de la granulosa
(Roby y Terranova, 1989; Zolti y col., 1990; Deshpande y col., 2000). En este sentido
nosotros detectamos que la inmunomarcacion de TNF-a fue mayor en la granulosa de los

foliculos primarios y preantrales en relacion a los foliculos antrales y atrésicos en el grupo
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control. TNF-a se ha implicado como un factor de crecimiento que promueve la apoptosis de
ovocitos, que se considera necesaria para que se produzca el ensamblaje del foliculo en las
etapas iniciales de la foliculogénesis (Chen y col., 1993; Marcinkiewicz y col., 1994; Kondo y
col., 1995; Morrison y Marcinkiewicz, 2002; Marcinkiewicz y col., 2002; Nilsson y col.,
2006). Por otro lado, Hong y col. (2016), demostraron la capacidad de TNF-o de estimular la
proliferacion las células de la teca interna porcinas in vitro. La expresion de esta proteina a
través de la foliculogénesis en los grupos COD, PO y P10 presentdé el mismo patron de
expresion que el grupo control. Todos los grupos mostraron mayor expresion de TNF-o en
células de la granulosa de quistes y foliculos persistentes respecto a los estadios iniciales de
desarrollo. En sintesis, esta citoquina se expresé diferencialmente durante la foliculogénesis
en todos los grupos en estudio, hecho que sugiere la posible influencia del TNF-a la
maduracion folicular (De y col., 1992; Deshpande y col., 2000). Esto podria indicar que se
producen cambios desde las primeras etapas del desarrollo de los foliculos (como del grupo
P0), que estarian implicados en alteraciones permanentes en las etapas iniciales de la
foliculogénesis, lo que contribuiria a la recurrencia previamente informada para la COD
(Vanholder y col., 2006).

Por otro lado, pudimos observar que las células de la granulosa de quistes espontaneos
mostraban mayor expresion con respecto a los foliculos antrales del grupo control.
Coincidiendo con estos hallazgos, Amato y col. (2003) demostraron que en mujeres infértiles
con PCQOS, las concentraciones de TNF-o e IL-6 en el suero y el LF eran mayores que las
determinadas en las mujeres controles. En el modelo experimental, se detectaron variaciones
en la expresion de TNF-a en practicamente todas las categorias foliculares comparadas.
Especificamente, la expresion de TNF-a en la granulosa de los foliculos persistentes de los
grupos PO, P5 y P10 fue mayor que en los foliculos dominantes controles. Estos resultados
coinciden con los de Deshpande y col. (2000), que demostraron que la inmunomarcacion de
TNF-a es mayor en las células que rodean los foliculos quisticos, principalmente en la teca y
las células del estroma, en comparacion con los controles. Johnson y col. (1999) sugirieron
que el TNF-o secretado del complejo de células ovocito-cimulo ayuda en el proceso
ovulatorio por induccidon de la expresion del gen de la colagenasa folicular. Una alteracién en
esta enzima afectaria claramente al proceso ovulatorio. EI TNF-a es liberado por las células
de la granulosa bovina, aumentando gradualmente durante la fase folicular y alcanzando un
pico alrededor de la ovulacion junto con aumentos en la secrecion de prostanoides, los cuales

desempefian papeles en los eventos que conducen a la ovulacion (Wang y col., 1992; Loret de
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Mola y col., 1996). Por lo tanto, el aumento de la secrecion de esta citoquina en este modelo
experimental podria estar interfiriendo con su funcion durante la ovulacién. Silva y col.
(2017), describieron las proteinas del sistema TNF-a en diferentes etapas del desarrollo
folicular en bovinos. A su vez, demostraron que la adicion de TNF-a in vitro reduce la
supervivencia de los foliculos y aumenta el nimero de células apoptoticas en el tejido ovarico,
mientras que la adicion de dexametasona al medio de cultivo mantiene la ultraestructura del
foliculo en el tejido. En base a estos resultados recientes, podemos suponer que TNF-a es
crucial en el control de la apoptosis a nivel ovarico y la sobreexpresion observada influye en
la proliferacién de las células foliculares. A su vez, nuestro grupo de trabajo demostr6 que el
balance proliferacion/apoptosis se encuentra alterado tanto en quistes foliculares como en el
modelo experimental (Salvetti y col., 2010; Belotti y col., 2017). Estos resultados tomados en
conjunto nos hacen suponer que TNF-a podria tener un papel en este desbalance. Ademas, los
resultados observados en el modelo experimental concuerdan con los de la COD espontanea,
una mayor expresion de esta citoquina en la granulosa de los foliculos quisticos y en los
foliculos persistentes en los dias 0, 5 y 10 de persistencia, sin diferencias en los foliculos de
15 dias de persistencia relacionados con los foliculos controles. Esto podria indicar que la
expresion de TNF-a en las primeras etapas de la persistencia puede estar relacionada con el
desarrollo de los quistes. La disminucion de la expresion de TNF-o en el grupo P15
relacionada con los otros grupos de persistencia podria deberse a una menor proporcién de
células sanas de granulosa y, por tanto, a una disminucion de la expresion de esta proteina, ya
gue, como hemos descripto anteriormente, hay una disminucion en el espesor de esta capa y

un aumento en las células apopt6ticas en las etapas mas avanzadas de la persistencia.

Se ha observado una expresion diferencial de las citoquinas evaluadas durante el
desarrollo folicular, lo que sugiere la posible influencia de las citoquinas en la maduracion
folicular (De y col., 1992; Deshpande, 2000). Esta afirmacion se aplica a lo evidenciado
durante el analisis de la foliculogénesis para las diferentes citoquinas evaluadas en esta tesis.
Se detecto la expresion de todas las citoquinas en células de la granulosa y de la teca interna
de los foliculos en todas las etapas de desarrollo evaluadas, en los animales control y en cada
grupo experimental. La expresion de las citoquinas estudiadas varia a lo largo de la
foliculogénesis de manera diferencial en los distintos grupos. Esto podria indicar que las
variaciones observadas se producen desde las primeras etapas de desarrollo de los foliculos.

Podrian estar involucradas en la dificultad de reanudar los ciclos normales, lo que

Stassi~185



5. Discusioén

predispondria a una recurrencia de la COD como se ha informado previamente (Silvia et al.,
2002; Vanholder et al., 2006). Esto a su vez, sugiere una funcion relevante de estas citoquinas
en el didlogo paracrino entre la capa de células granulosa/teca y el ovocito.

Aunque hay pocos estudios sobre la expresion proteica de citoquinas en células
ovaricas de mamiferos o sobre citoquinas en enfermedades reproductivas en bovinos, no se
encontraron estudios previos sobre la expresion constitutiva de la mayoria de estas proteinas
en ovarios bovinos adultos y en ovarios quisticos bovinos. En general, en la granulosa de los
quistes se observo una inmunomarcacion mas alta que en los foliculos antrales o dominantes
del grupo control. Dado que las células de la granulosa son los componentes primarios de los
compartimentos de las células foliculares, una disfuncion de estas células puede contribuir a
la funcion ovarica anormal observada en la COD (Ortega y col., 2007; Velazquez y col.,
2010; Salvetti y col., 2010; Marelli y col., 2014; Matiller y col., 2014). Por lo tanto, el
aumento de la produccion de citoquinas en las células de la granulosa de los quistes, como se
observé en la mayoria de las citoquinas y receptores evaluados, puede conducir a una
disfuncion de las células de la granulosa con el consecuente desarrollo folicular anormal,
afectando varios pasos importantes en la maduracion folicular, y contribuyendo finalmente a
la anovulacion y la disfuncion ovérica. Estos resultados sugieren una participacién del sistema
inmune en la patogénesis de la COD.

Diversos estudios involucran a las citoquinas evaluadas en los procesos de
proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Koch y col., 1992; Schadendorf y col., 1993; Spicer
y Alpizar, 1994; Chun y col., 1995; Brannstrém, 2004; Hong y col., 2016). En este sentido,
otros investigadores han confirmado que el balance de proliferacion/apoptosis se altera en los
foliculos quisticos en animales con COD espontanea (Isobe y Yoshimura, 2007). También se
ha observado que la proliferacién en quistes foliculares esta disminuida, con bajos niveles de
apoptosis (Salvetti y col., 2010). Asimismo, en el modelo experimental se confirmé que el
balance de proliferacion/apoptosis se encuentra alterado (Belotti y col., 2017). La
combinacion de la débil actividad proliferativa y los bajos niveles de apoptosis observados en
los quistes foliculares y foliculos persistentes podrian explicar por qué estos foliculos crecen
lentamente y luego mantienen una condicion estatica sin degeneracién, conduciendo a su
persistencia. Estas alteraciones pueden deberse a modificaciones estructurales y funcionales
que tienen lugar en las células foliculares y podrian estar relacionadas con los cambios
hormonales que ocurren en los animales con COD (Salvetti y col., 2012). Mientras que

numerosos factores influyen en este delicado equilibrio, el sistema IL-1 podria ademas afadir
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sus acciones a otros sistemas como el IGF y los sistemas TGF-B. Se ha observado que la
expresion de IGF1, un fuerte inductor de la proliferacion, es menor en los quistes (Ortega y
col., 2008, Rodriguez y col., 2015), y TGF-B1 y 2 es mayor en los quistes que en estructuras
analogas en el ovario (Matiller y col., 2014). Tales circunstancias inusuales favorecen la
persistencia de estas estructuras, que continlan secretando niveles alterados de citoquinas,
factores de crecimiento y hormonas, contribuyendo asi a la patogénesis de la COD.

El estrés se ha postulado como uno de los factores predisponentes mas importantes de
la COD (Vanholder y col., 2006, Amweg y col., 2016). Los GC son hormonas inducidas por
el estrés y agentes antiinflamatorios que modulan la produccion de citoquinas vy
prostaglandinas en diferentes procesos reproductivos: ovulacion, lutedlisis, implantacion de
embriones, crecimiento fetal y desarrollo placentario (Hillier y Tetsuka, 1998; Andersen,
2002; Myers y col., 2007; Tetsuka y col., 2010; Duong y col., 2012; Majewska y col., 2012;
Kuse y col., 2013; Amweg Yy col., 2016). La generacion de GC durante la ovulacion ayudaria
a limitar el proceso inflamatorio en el ovario (Hillier y Tetsuka, 1998; Andersen, 2002;
Michael y col., 2003). Sin embargo, situaciones extremas podrian afectar el mecanismo
ovulatorio normal, alterando el ciclo estral y bloqueando la ovulacién (Amweg y col., 2017).
Se ha demostrado que la ACTH aumenta la secrecién enddgena de cortisol, induciendo asi la
persistencia folicular y la formacion de quistes en el ganado bovino (Dobson y col., 2000;
Salvetti y col., 2010; Amweg y col., 2013). Estos resultados, nos llevan a concluir que la
expresion del complejo sistema de comunicacion intercelular que integran estas citoquinas
estd claramente alterada y que esto puede conducir a la alteracion de la funcién celular,
contribuyendo a la persistencia folicular y los cambios endocrinos encontrados en ganado con
COD. Debido a que la ovulacién en los mamiferos es similar a una reaccion inflamatoria,
esperdbamos una disminucion en la expresion de las citoquinas proinflamatorias evaluadas.
Sin embargo, en el modelo de persistencia folicular inducido por progesterona y en la COD
espontanea, hemos encontrado un aumento de la expresion de citoquinas en granulosa y teca
celulas de foliculos persistentes y quistes. La alteracion en la expresion de las citoquinas aqui
analizadas puede afectar a varios pasos importantes en la maduracién folicular, contribuyendo
en Gltima instancia a la anovulacion y la disfuncion ovarica. Por otra parte, resultados
anteriores han demostrado que algunas citoquinas antiinflamatorias, como TGF-B1, se
incrementan en las vacas con COD (Matiller y col., 2014). Los resultados aqui presentados
son consistentes con los de Matiller y col. (2014). En esta tesis, de acuerdo con esos
resultados, se incrementaron los niveles de IL-1RA, IL-1RII, IL-4 e IL-6 en vacas con COD y
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persistencia folicular. En estudios futuros, se debe evaluar la expresion de otras citoquinas con
funciones antiinflamatorias, asi como receptores y antagonistas que podrian desempefiar un
rol en la gran cascada de eventos relacionados con la ovulacion y, por lo tanto, en su fracaso.
Esto proporcionara una imagen mas amplia de la funcién de las citoquinas en la patogénesis
de la COD.
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Existen evidencias crecientes que indican que son necesarios ciertos tipos de
respuestas inflamatorias en varios eventos reproductivos. Bajo estas condiciones fisioldgicas e
incluso fisiopatologicas, las citoquinas parecen ejercer sus actividades pleiotropicas en el
sistema reproductivo. Los resultados de esta tesis sugieren una estrecha relacion entre los
sistemas inmunoldgico y reproductivo, mostrando su participacion a lo largo de la
foliculogénesis y, considerando el modelo experimental usado, su relacién con la patogénesis
de la COD.

Los programas reproductivos pueden ser controlados mediante diferentes parametros
para comprobar su éxito o fracaso, siendo el objetivo principal, cumplir con la premisa de
generar anualmente un ternero por vaca. A su vez, las vacas lecheras son animales
seleccionados para producir grandes cantidades de leche, dicha seleccion ha ido en detrimento
de otras caracteristicas, como las cualidades reproductivas. Para lograr estos altos niveles de
produccion se ponen en funcionamiento numerosos procesos fisioldgicos con altas demandas
de energia, las cuales deben ser cumplidas a través de una correcta alimentacion. Esta
situacion va acompariada del estrés que sufre el animal en confinamiento (manejo, rutina de
ordefie, clima, calor, enfermedades, hacinamiento, entre otros). La combinacion de alta
produccion, balance energético negativo y estrés ponen en riesgo la homeostasis del animal,
situacion que afecta la eficiencia del sistema reproductor. Por lo tanto, cualquier alteracion de
la funcion reproductiva, como la aparicion de quistes foliculares, o alteraciones en la
frecuencia de los ciclos estrales, son capaces de provocar una importante reduccion en la
eficiencia reproductiva de estos animales y en consecuencia, en la produccion de terneros.
Todo esto repercute econémicamente en el tambo a través de la disminucién de la produccion
de litros de leche y del aumento en los costos debido a tratamientos veterinarios. Por este
motivo existe un gran interés en desarrollar modelos que permitan dilucidar los procesos por
los cuales se desencadenan las alteraciones de origen ovarico en vacas lecheras, y de esta
manera determinar su etiopatogenia y desarrollar posibles medidas preventivas y/o
terapéuticas. Ademas, el desarrollo de los metodos necesarios para estos estudios, permiten
disponer de herramientas no sélo para la investigacion de estos trastornos, sino ademas, para
su aplicacion en posibles medidas preventivas, terapéuticas y en el estudio de otras
enfermedades.

Los resultados obtenidos en esta tesis aumentan el estado actual del conocimiento de

la etiopatogenia de la enfermedad quistica ovérica y los mecanismos involucrados en la
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persistencia folicular. De esta manera, con los resultados obtenidos y la discusion de los
mismos considerando los aportes de otros autores, obtuvimos las siguientes conclusiones:

El estudio de los mecanismos que conllevan a la falla en el proceso de ovulacién y la
persistencia folicular es una de las claves para comprender la patogénesis de la COD. En el
presente estudio, con dosis bajas de progesterona, pudo realizarse la induccion de foliculos
persistentes que, al cabo de 15 dias de persistencia a partir del momento esperado de
ovulacion, llegaron a ser estructuras compatibles con la definicion de quistes foliculares y por
ende asociados a la COD. Asi, los foliculos persistentes siguen siendo similares en su
histomorfometria a los foliculos sanos, aunque gradualmente van perdiendo células de la
granulosa sin llegar a presentar pérdida completa de dicha capa o luteinizacion. Esta
conservacion de capas de células funcionales le permite al foliculo persistente responder a los
cambios en el ambiente hormonal. Gracias a la utilidad de este modelo experimental, se han
obtenido datos relevantes sobre lo que sucede en etapas tempranas del desarrollo de la
enfermedad, que llevarian finalmente a la formacion de los quistes, con las consiguientes
infructuosas inseminaciones artificiales o mortalidad embrionaria temprana. Este aporte
podria contribuir a medidas que ayuden a lograr diagndsticos oportunos y a tratamientos
efectivos.

Ha sido previamente demostrado que las citoquinas aqui evaluadas cumplen un rol
importante en los mecanismos que regulan la diferenciacion, proliferacion y apoptosis, es
decir, el desarrollo de las células foliculares, asi como en la comunicacion intercelular y entre
las diferentes capas celulares que componen el foliculo ovarico mediante mecanismos
paracrinos y autocrinos. Es por esto que una expresion alterada podria modificar las funciones
normales del ovario y de esta manera formar parte de procesos patolégicos como la
persistencia folicular y la COD.

Los resultados proporcionan evidencia de que la COD vy la persistencia folicular
inducida por el tratamiento prolongado con progesterona en vacas lecheras son concurrentes
con una expresion alterada de estas citoquinas. La expresion de la mayoria de las citoquinas
evaluadas se encuentra aumentada en PO (dia esperado de ovulacién), P15 (analogo a un
quiste folicular), y en los quistes espontaneos. Esto demuestra la importancia del modelo
experimental en el estudio de las etapas tempranas de la enfermedad. Ademas, estas
citoquinas se expresaron diferencialmente durante la foliculogénesis, lo que sugiere la posible

influencia de estas en la maduracién folicular.
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La inmunoexpresion de todas las citoquinas se determind en células de la granulosa y
de la teca en foliculos de diferentes etapas de desarrollo en los animales control. Sin embargo,
en las células de la granulosa se observaron la mayoria de los cambios. Esto sugiere la
participacion de estas citoquinas en la comunicacion celular intraovarica.

En la COD, encontramos una expresion alterada de IL-1a, IL-1RA, IL-1RI, IL-1RII,
IL-4, IL-6 y TNF-o particularmente elevada en quistes foliculares, dando evidencia de
mecanismo regulador alterado, IL-1RIl y el IL-1RA, dadas sus caracteristicas
antiinflamatorias, podrian estar bloqueando la participacion de IL-1p en el complejo proceso
ovulatorio, pero por otro lado la sobreexpresion de IL-1RI podria compensar la accion de esta
citoquina. La IL-4, que tiene actividad antiinflamatoria, podria contribuir a un bloqueo en el
proceso inflamatorio asociado a la ovulacion. Por su parte, la IL-8 no mostrd alteraciones
excepto en los foliculos antrales, etapa previa al desarrollo del foliculo destinado a ovular, por
lo que su implicancia estaria en la etapa final del desarrollo folicular, en la cual se sabe que
interviene en la quimiotaxis neutrofilica al momento de la ovulacion. Se ha demostrado
previamente que las citoquinas evaluadas influyen en la esteroidogénesis, la proliferacion
folicular ovérica, la diferenciacién y la apoptosis. Sumado a ello, estudios previos y paralelos
indican que estos procesos se encuentran alterados de manera temprana en el modelo utilizado
lo que podria estar asociado a la alteracion en la expresion de estas citoquinas.

En el modelo experimental de persistencia folicular, no se observaron diferencias en la
expresion del ligando de IL-1p o IL-1RI, sino un aumento de la expresion de IL-1a, IL-1RA e
IL-1RII en la granulosa de los foliculos persistentes, evidenciando una modificacion en el
mecanismo regulador. De la misma manera que en la enfermedad espontanea, el IL-1R1I y el
IL-1RA podrian estar bloqueando la participacion de IL-1B y esto podria explicar en parte la
anovulacion observada en este modelo. A su vez, la IL-4 mostré una mayor expresion en los
foliculos persistentes de practicamente todos los grupos, y dada su actividad antiinflamatoria,
podria estar inhibiendo el proceso inflamatorio. La IL-6, IL-8 y TNF-a también mostraron
una sobreexpresion en los foliculos persistentes, dada a la importante intervencion en la
angiogeénesis, proliferacion, diferenciacion y apoptosis de estas citoquinas, consideramos que
podrian ser puntos claves en el desarrollo de esta enfermedad.

Los cambios incipientes detectados en este estudio desde el momento preciso de la
anovulacion (P0) podrian indicar que estas citoquinas ejercen una funcidén importante en este

proceso y contribuyen asi a la patogénesis de la COD.
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6. Conclusiones

Estos hechos demuestran la complejidad de la red de comunicacion intercelular de la
que forman parte la citoquinas. La alteracion de las citoquinas en tejido y LF de animales con
COD indican un trastorno del microambiente inmunolégico del foliculo ovérico, vy
considerando el alto grado de reincidencia de la COD, los cambios a nivel del desarrollo
folicular temprano pueden afectar la foliculogénesis futura y contribuir a la aparicion
recurrente de esta enfermedad.

Un desbalance en la expresién de las citoquinas relacionadas a la ovulacion,
contribuiria en la persistencia folicular avalando los resultados encontrados en el modelo
experimental y en los casos de COD espontanea. Futuros estudios podrian exponer ain mas
las complejidades de la COD en el ganado y aclarar la accién de las citoquinas en esta
enfermedad y ayudar a desarrollar nuevas estrategias preventivas o terapéuticas.

Finalmente, la informacion recabada y producida permite al grupo de trabajo la
posibilidad de trasladar recursos tedricos y técnicos al medio rural donde se produce la
enfermedad y de esta manera brindar nuevas herramientas para la comprension, diagnostico y
tratamiento de los foliculos persistentes y quistes, produciendo una mejora en los sistemas de

produccién lechera.
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