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RESUMEN

El VEGF ademas de estar involucrado en € desarrollo de vasos sanguineos y la red
vascular que favorecera el acceso de nutrientes y factores troficos a los foliculos que la
desarrollen, se le ha atribuido un papel como agente citoprotector sobre las célulasdela
granulosa de bovino. Por lo anterior en este trabajo nos proponemos conocer Si existen
diferencias enlaexpresion de VEGF entre foliculos sanosy atrésicos del diadel estroy
del dia 4 del ciclo estral ovino, previo tratamiento de los animales con una fuente
enddgena de inhibina. Utilizando la técnica de inmunohistoquimica para evaluar la
expresion de VEGF, encontramos que el VEGF se expresa en células de la granulosa de
foliculos sanos y atrésicos, en donde no hubo efecto del tratamiento con liquido
folicular equino (LFE) sobre la expresiéon de VEGF (P> 0.05). Sin embargo, la
aplicacion del LFE tuvo efecto (P<0.001) sobre la intensidad de inmunotincién de
VEGF en células de la granulosa de foliculos recuperados en los dias 4 del ciclo SITy 4
del ciclo C/LFE. Se encontré un efecto del grado de atresia del foliculo sobre la
intensidad de la marca para VEGF (P=0.02) entre foliculos sanos y con atresia
temprana. Al comparar la intensidad inmunotincion de VEGF de los foliculos sanos
contra foliculos con atresia avanzada también se encontré diferencia estadistica
(P<0.001). Estos resultados demostraron que existe expresion de VEGF tanto en
foliculos sanos como en foliculos con atresia inicial 0 avanzada y que e tratamiento
con LFE no modificé el porcentgje de células positivas a VEGF aunque si disminuy6 la

intensidad de la marca.



ABSTRACT

VEGEF is evolved in the development of blood vessel and vascular network it will avail
the access to nutriment and trophic factors, besides theses, the follicles produce it,
present a role like citoprotector agent on cell of granulose of bovine. Therefore, in this
research we propose to know if exit difference between the VEGA in healthy and atresic
follicles in the estral day and the 4 day estral cycle of ovine prior treatment to the
animals with inhibin endogenous. Using immunohistochemistry technique we evaluated
the VEGF expression in granulose cell in healthy and atresic follicles, while VEGF
expression is not significant (P> 0.05) when used follicular liquid equine (FLE).
Nevertheless, with granulose cells recovered from follicle on fourth day with or without
FLE treatment had an effect about the intensity of VEGF immunostain (P<0.001). We
found an effect according with the atresic grade of follicle with the intensity of the
marked for VEGF (P=0.02) between healthy follicle and early atresia. When we
compare the intensity VEGF immunostain of healthy versus advance atresia follicle we
found significative difference (P<0.001). In agreement with this observation, exist
expression of VEGF in healthy as early or late atresia follicles, and the treatment with
FLE didn't change the percentage of positive cells to VEGF athough lower the

intensity.



1. INTRODUCCION

La actividad ovérica esta caracterizada por las fases alternantes de crecimiento y
regresion que implica tanto la estructura folicular como luteal (Barboni et al., 2000). El
desarrollo folicular del ovino se presenta en ondas foliculares (Ginther et al., 1995), en
las que un grupo de foliculos primordiales en reposo abandona la reserva por un proceso
de seleccion, cuyo mecanismo no esta del todo dilucidado. En el bovino y la mayoria de
los ovinos, sdlo uno acanzaladominanciay ovulas coincide con laluteolisis. Durante
este proceso de seleccion y dominancia, participan factores de crecimiento que inician
el reclutamiento y gonadotropinas que acenttan €l crecimiento del foliculo y permiten
su ovulacion. Los foliculos subordinados y €l dominante no ovulado sufren un proceso
degenerativo conocido con €l nombre de atresia por el cual son eliminados (Webb et al.,
1999). Laatresiafolicular es un proceso degenerativo extenso que se propaga en todo €l
foliculo y por la cual este pierde su integridad estructural (Sharma, 2000; Chedrese,
2003). En varias especies se conoce que el numero de foliculos atrésicos se incrementa
en la medida que aumenta e tamafio de los foliculos, de manera que cuando los
foliculos llegan a ser antrales, una alta proporcién de ellos son atrésicos; en laovejamas
del 80% de los foliculos mayores de 3 mm son atrésicos (Garcia et a., 1997). El
desarrollo o la atresia folicular son producto de un balance entre factores de
sobrevivencia y aquellos que provocan la muerte de las células foliculares (Jiang et al.,
2003a). Algunos estudios han propuesto que el desarrollo de unared vascular apropiada
es fundamental para que un foliculo sea seleccionado como dominante (Mattioli et al.,
2001). Mientras que en los foliculos atrésicos existen varios reportes en los que se
relaciona a este proceso con la disminucion en lairrigacion de los foliculos (Barboni et
al., 2000; Mattioli et al., 2001).

El Factor de Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF), también conocido como factor de
permeabilidad vascular (VPF) (Reynolds and Redmer, 1998), esta involucrado en €l
desarrollo de vasos sanguineos y la formacion de la red vascular que favorecera €l
acceso de nutrientes y factores tréficos a los foliculos que la desarrollen (Phillips et al.,
1990; Ferrara et al., 1992). En mamiferos se han identificado 6 isoformas de este factor;
VEGF121, VEGF145, VEGF 165, VEGF189, VEGF206, Y VEGF1g3 (Otani et a., 1999). Las
isoformas VEGF12; y VEGF6s tienen actividad angiogénica, son &cidas y no se unen
facilmente a la heparina. En cambio las isoformas VEGF1g9y € VEGF,06 SON bésicas y



se unen ala heparina con mayor facilidad que las dos primeras, por o cual permanecen
secuestradas en la matriz extracelular. Se ha observado sin embargo, que la plasmina
hidroliza a estas isoformas y libera una proteina de 110 aminoécidos (VEGF10) que se
une a receptor del VEGF en la célula endotelial. El VEGF ha demostrado ser clave en
la regulacion de la vascularidad del ovario tanto en experimentos in vivo como in vitro
(Barboni et al., 2000, Zimmermann et al., 2001).

Durante €l desarrollo folicular en bovinos VEGF, ademés de su efecto angiogénico, se
le ha atribuido un papel como agente citoprotector sobre las células de la granulosa
(Greenaway, 2004). Alon et al., (1995) y Bemjamin et al., (1999) han reportado que
VEGF favorece la expresion de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y Al en células del
endotelio humano (Gerber et al., 1998).

La actividad angiogénica del VEGF estd mediada principalmente por dos receptores
tipo tirosina cinasa, € Flt-1 o receptor tipo 1 del factor (VEGFR-1) y € Flk-1 KDR o
receptor tipo 2 (VEGFR-2) (Barboni et al., 2000; Zimmermann et al., 2001; Shimizu et
a., 2003; Greenaway et a., 2004).

El destino hacia la atresia 0 la ovulacion de un foliculo, depende entonces de la
presencia 0 ausencia de factores de sobrevivencia que promuevan e crecimiento
folicular y protegjan a sus células de la muerte celular. Entre los factores que destacan
por su importante en el desarrollo de un foliculo sano, se encuentran el complejo IGF
(Monget et a., 2002), VEGF (Mattioli et al., 2000; Greenaway et al., 2004), estradiol y

FSH (Quirk et a., 2003), asi como lainteraccién ente estos factores.

Por 1o anterior en este trabajo nos proponemos conocer si existen diferencias en la
expresion de VEGF entre foliculos sanos y atrésicos del dia del estro y del dia 4 del

ciclo previo tratamiento de los animales con una fuente enddgena de inhibina.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Desarrollo Folicular

El foliculo, unidad funcional del ovario, es uno de los tejidos normales del organismo
gue experimenta una de las mayores tasas de crecimiento celular y diferenciacion. En la
mayoria de los mamiferos, las gametas femeninas, denominadas ovogonias durante €l
desarrollo prenatal, culminan su proliferacion antes o inmediatamente después del
nacimiento. En ese momento las ovogonias detienen su crecimiento para transformarse
en ovocitos primarios. Los ovocitos primarios se rodean de una capa simple de células
de la granulosa planas, no diferenciadas, llamadas pregranulosas y constituyen a los
foliculos primordiales, que representan la estructura funciona més importante del
ovario ya que en esta etapa los foliculos constituyen una reserva fija de gametas que se
va disminuyendo gradualmente en cada ciclo sexual (Chedrese, 2003). El ovario de una
oveja adulta contiene 12 000 — 86 000 foliculos primordiales y 100 — 400 foliculos en
crecimiento de los cuales 10 — 40 son visibles en la superficie del ovario (Cahill et al.,
1979; Mc Natty et al., 1982; et al., 1985 revisado en Maraceck et al., 2002).

El desarrollo folicular es controlado por una relacion complgja entre esteroides
foliculares, factores de crecimiento, factores extraovaricos y e sistema de
retroalimentacion Hipotdlamo-hipdfisis-gonada. El crecimiento folicular es un proceso
durante €l cual el foliculo adquiere progresivamente propiedades que son prerrequisito
para € desarrollo posterior, y finalmente llegar a la ovulacién, mientras que aquellos
gue comenzaron el crecimiento y no alcanzan la ovulacion se volveran atrésicos
(Campbell et al., 1995; Adams, 1999).

En la ovega las etapas del desarrollo folicular han sido clasificadas de acuerdo al

numero de células de granul osa:

-Tipo 1: foliculos primordiales (una capa de células aplanadas de granulosa),

-Tipo la foliculos transitorios (una capa de células mixtas de granulosa, cuboidales y
aplanadas),

-Tipo 2: foliculos primarios (una o dos capas de célul as cuboidal es de granul 0sa),

-Tipo 3: preantral pequefio (dos a cuatro capas de células de granulosa),



-Tipo 4: preantral grande (cuatro a seis capas de células de la granul 0sa),
-Tipo 5: foliculos antrales pequefios (mas de 5 capas de células de granulosa con
evidencia de un antro) (McNatty et al., 1999 revisado en Montgomery et al., 2001).

El patron de desarrollo folicular en la oveja y la vaca es generalmente similar y las
diferencias tienden a ser morfol 6gicas mas que fisiol6gicas (Campbell et a., 1995). La
foliculogénesis en la ovejay la vaca es un proceso largo el cual toma alrededor de 180
dias para que un foliculo crezca desde su estado primordial (100 pum) a ovulatorio
(ovegja>5 mm; vaca > 10 mm). La formacion del antro ocurre en un diametro folicular
de 0.2-0.4 mm en ovejas y 0.4-0.8 mm en vacas y esto toma aproximadamente 40 dias
para gue los foliculos acancen tamafio ovulatorio (revisado en Campbell et al., 1995).
La caracteristica més notable del desarrollo folicular en la oveja y la vaca es la
presencia de una jerarquia marcada en la poblacion de foliculos antrales con un gran
numero (20-30) de foliculos con respuesta a gonadotropinas (ovejas 2-3 mm; vacas 3-4
mm), pocos foliculos (1-4) dependientes de gonadotropinas (ovejas >3.5 mm; vacas
>4-5 mm) y e numero de foliculos ovulatorios que es caracteristico de la tasa de
ovulaciéon de cada raza (ovejas 1-4; vacas 1). Un foliculo ovulatorio es un foliculo
grande (ovejas>4 mm; vacas >8 mm), altamente vascularizado, €l cual es estrogénico y
tiene un complemento entero de células de granulosa que contiene receptores a LH
(Webb and England, 1982).

La dindmica folicular en e ovino es similar a la observada en € bovino, es decir en
forma de ondas de desarrollo. El patron de ondas de desarrollo folicular se refiere al
crecimiento de un grupo de foliculos antrales en forma sincrénica, para dar lugar a él o
los foliculos dominantes (Ginther et al., 1985a). En bovinos se han descrito de dos a
tresondas alo largo del ciclo estral, que se inician aproximadamente losdias1, 9y 16
del ciclo (Adams, 1999).

En ovinos la emergencia de los foliculos que crecen desde 3 hasta 5 mm ocurre en
ondas. Un rango de 2 a 5 ondas foliculares ocurren en cada ciclo interovulatorio pero el
patron predominante es de 3 ondas que emergen respectivamente alrededor de los dias
0, 6y 11 del ciclo estral ovino. Algunos autores encuentran una cuarta onda y en este
caso la onda tres emerge méas tempranamente y la onda 4 emerge € dia 14. Algunas de
las caracteristicas més frecuentes observadas de las ondas son: 1) el foliculo mayor de la



onda 1 es més grande que €l foliculo mayor de la onda 2; 2) latasade crecimiento desde
el dia de emergencia (primer dia con un didmetro de 3mm) y el dia de maximo diametro
es de arededor de Imm/dia; 3) en promedio de 1.2 a 1.5 foliculos alcanzan 5 0 mas
milimetros de didmetro en cada onda pero esto depende de la raza estudiada; 4) €
intervalo entrelaondaly laonda2 esméslargo que entrelaonda 2y laonda 3; y 5)
los foliculos que no alcanzan mas de 3mm de didmetro emergen y regresan de modo

mas continuo (Rubianes, 2000).

Un tema de particular interés ha sido determinar la relacién entre la FSH y la
emergencia de las ondas foliculares. Existe buena evidencia de que las fluctuaciones en
las concentraciones séricas de la FSH estan intimamente asociadas con la emergencia de
las ondas. Un aumento de la FSH precede la emergencia de cada onda. Esto es seguido
por un descenso que estd negativamente correlacionado con las concentraciones séricas
de estradiol que es producido fundamentalmente por e foliculo méas grande de la onda
folicular (Baird et a., 1991).

Adams et d., (1992) demostraron que hay incremento en la concentracion de FSH que
comienza 2 dias antes de la emergencia de una onda folicular y llegan a pico méaximo 1
dia antes 0 e dia del comienzo de cada onda. Turzillo y Fortune (1990) también
demostraron que alrededor del momento del celo hay 2 picos de FSH gque son muy
dificiles de diferenciar porque estdn muy cercanos entre si. El primer pico de FSH
ocurre a mismo tiempo que €l pico preovulatorio de LH y es inducido por la liberacion
de GnRH desde e hipotdamo. El segundo pico ocurre cerca del momento de la
ovulacion y es aparentemente el responsable del reclutamiento de los foliculos de la

primeraondafolicular (Bo, 2002).

De acuerdo a Goodman y Hodgen (1983) el desarrollo folicular puede ser dividido tres
fases: (1) reclutamiento, la fase durante la cual un pool de foliculos comienzan a crecer
rapidamente; (2) seleccion, un proceso por medio del cua los foliculos son
seleccionados para un nuevo crecimiento; y (3) dominancia, €l proceso en el cual € o
los foliculos dominantes sufren un desarrollo rapido mientras que el desarrollo de los
foliculos subordinados es suprimido (Armstrong and Webb, 1997). A continuacion

discutiremos las tres fases.



2.1.1 Reclutamiento

Existen dos tipos de reclutamiento durante el desarrollo folicular, € inicia y € ciclico.
Durante @ reclutamiento inicia factores intraovaricos (c-kit y GDF-9) estimulan
algunos foliculos primordiales para iniciar € crecimiento, en tanto que, el resto de los
foliculos permanecen inactivos por meses 0 afos. Se cree que € reclutamiento inicial
puede ser un proceso continuo que comienza justo después de la formacién del foliculo,
poco antes de iniciar |a pubertad. Después del reclutamiento inicial, € crecimiento del
ovocito, es una caracteristica prominente de los foliculos en crecimiento, pero estos

ovocitos se mantiene arrestados en la profase de meiosis (McGee and Hsueh, 2000).

El receptor tirosina cinasa c-kit y su ligando, asi como € factor de células troncales
(SCF), han sido localizados en ovocitos y células de granulosa respectivamente (Motro
and Bernstein, 1993). En el raton lainhibicidn de lainteraccion SCF y c-kit previenen la
transformacion de foliculos primordiales a foliculos primarios (Huang et al., 1993;
Yoshida et a., 1997). En €l ovario de oveja, e mMRNA de SCF ha sido detectado en
células de granulosa y e mRNA de c-kit en € ovocito de todos los estadios del
crecimiento folicular desde la fase primordial (Clark et al., 1996; Tisdall et a., 1997).
Ademas, en laovea, la proteina de c-kit puede ser localizada en ovocitos de foliculos
primordiales y en crecimiento y la proteina SCF en células de granulosa y ovocitos
tanto de foliculos primordiales como primarios. Estos resultados son consistentes con la
necesidad de la activacion del sistema tirosina cinasa c-kit por SCF que encontro

Adams., (1999), como paso fundamental para el crecimiento de foliculos primordiales.

El papel potencial del ovocito en e desarrollo folicular temprano estd provisto
fundamentalmente por el GDF-9, una proteina homodimérica de la familia del factor de
crecimiento tumoral (TGF) que probablemente su via de sefializacion sea tipo receptor
serina-treonina cinasa (revisado en McGee and Hsueh, 2000). EI GDF-9 es producido
por ovocitos de ratdn, vaca, oveja, ratay humano (McGranth et al., 1995; Aaltonen et
al., 1999; Bodensteiner et al., 1999), tiene accion paracrinay regulatoria en € desarrollo
de los foliculos de varias especies de mamiferos. Se expresa en los ovocitos hasta casi
cuando van a acanzar la ovulaciéon. En ratones la expresion de GDF-9 empieza en
foliculos primarios, mientras que en otras especies son expresados en ovocitos de
foliculos primordiales (vaca y oveja). La mutacion del gen Gdf9 por recombinacion



homologa no previene el reclutamiento de foliculos primordiaes a la etapa de foliculo

primario (Eppig, 2001).

Los foliculos primordiales que inician su crecimiento en respuesta a c-kit y al GDF-9
para llegar a la etapa de foliculos preantrales permanecen en reposo hasta ser

estimulados por la FSH (reclutamiento ciclico).

El reclutamiento ciclico empieza después del inicio de la pubertad y es € resultado del
incremento en la secrecion de FSH durante cada ciclo reproductivo que rescata una
cohorte de foliculos antrales de la atresia. Los ovocitos en estos foliculos ya han
completado su crecimiento, adquieren una zona pellcida, y son competentes para

reiniciar lameiosis. (McGeey Hsueh, 2000).

Los foliculos que reinician su crecimiento durante el reclutamiento ciclico, son foliculos
preantrales o antrales tempranos, |os cuales estan constituidos por €l ovocito, la zona
pellcida, células de granulosa (méas de cinco capas), la membrana basal, |a teca interna
y lateca externa (McNatty et al., 1999; Senger, 2003). Los foliculos antrales mayores a
3 mm en la ovgja (McNelly et at.,, 1991) y 4 mm en la vaca son calificados como
dependientes de gonadotropinas; €l nimero de foliculos en desarrollo son dependientes
tanto de la cantidad de FSH como el tiempo de exposicion a FSH (Picton et al., 1990).

La hormona foliculo estimulante (FSH) es poco probable sea un factor critico para la
iniciacion del crecimiento de foliculos primordiales. Hay evidencias convincentes en
ovejas, humanos, vacas y cerdos de que el gen para €l receptor FHS (FSH-R) no es
expresado hasta que el foliculo ha alcanzado las etapas 2 — 3 del desarrollo (Tisdall et
al., 1995; Xu et a., 1995; Yuan et al., 1996; Oktay et a., 1997). En éstay en todas las
subsecuentes etapas de desarrollo, e mMRNA del FSH-R es localizado exclusivamente
en células de granulosa. El andlisis autoradiogréfico de la unién de FSH marcada con 2
en foliculos preantrales es persistente con la presencia del FSH-R en células de
granulosa de foliculos tipo 2 — 4 pero no del tipo 1 6 1a (Wandiji et al., 1992a).

El mRNA de las enzimas esteroidogénicas, citocromo P450 side-chain-cleavage
(P450scc), € citocromo P450 17o—hidroxilasa (P450cl7) y la 3B hidroxiesteroide



dehidrogenasa (3p-HSD) son expresadas después de la formacion de la teca interna
(Bao et al., 1997Db).

Se ha encontrado una asociacién entre e nimero de foliculos que expresan mRNA para
P450scc y P450arom (aromatasa) durante €l inicio del reclutamiento y €l nimero de
foliculos que contintan creciendo hasta la etapa de reclutamiento tardio, 1o que hace
suponer gue la adquisicion de la capacidad de sintetizar dichas enzimas es un factor
decisivo para que los foliculos reclutados continlen su crecimiento; foliculos que
alcanzan un crecimiento més ala de 4-6 mm (vaca) de didmetro, después de la etapa
temprana de reclutamiento, expresan mRNA para P450scc y P450arom, lo que lesdala
capacidad para producir cantidades significativas de estradiol (Webb et al., 1999; Webb
et a., 2003). Es probable que la expresion de P450scc y P450arom sea promovida por €l
incremento transitorio de FSH al inicio de cada ondafolicular (Webb et al., 1999).

Como ya hemos mencionado, la FSH es un punto clave para la supervivencia de los
foliculos preantrales tempranos, pero existen otros factores producidos localmente que

también son importantes en la supervivenciafolicular.

Entre los factores de crecimiento que se conoce estan involucrados en la regulacion del
desarrollo folicular se incluyen a la superfamilia del factor de crecimiento tumoral-f
(TGF-B), a factor de crecimiento fibroblastico (FGF), a factor de crecimiento
epidermal (EGF), al factor de crecimiento tumoral o (TGF-a) y al factor de crecimiento
similar alainsulina (IGF) (Webb et a., 1997). Los sistemas de sefializacion de muchos
de estos factores de crecimiento intraovéaricos actlan via receptores tirocina-cinasa que
regulan la diferenciacion celular de granulosa y teca en una interaccion directa y
coordinada con el mecanismo estimulado de gonadotropinas (Revisado en Webb et al.,
1999).

La adicién de factores de crecimiento como |GF-I, TGFo, FGF-2 suprimen |la apoptosis
celular en foliculos preovulatorios en cultivo, de la misma forma que lo hace FSH
(revisado en M cGee and Hsueh, 2000).

El TGF es producido por las células de la teca de bovino e influye en la proliferacion de
células de granulosa (Skinner et al., 1987; Wandji et a 1996b). En el ovario de oveja el



MRNA del TGFB1 fue encontrado en e tegjido estromal/intersticial y se observo
primero en la teca interna de foliculos tipo 4 6 5, mientras el TGFB3 se detectod
principalmente en células del musculo liso alrededor de los vasos sanguineos en la capa
de la teca. El patrén de expresion de TGF2 fue similar al de TGF1 (McNatty et al.,
1999).

Las células de granulosa en cultivo expresan €l gen que codifica al factor de crecimiento
fibrobléstico 2 (FGF-2) (Neulfield et al., 1987). Estudios de inmunohistoquimica
revelan que el péptido FGF-2 esta difundido en todo € ovario del bovino estando
presente en ovocitos de foliculos primordiales y foliculos primarios, células de la
granulosa de foliculos preantrales y antrales, teca interna, epitelio de la superficie del
ovario y células del musculo liso arededor de los vasos sanguineos (Wandji et a.,
1992b).

2.1.2 Seleccidn

El mecanismo de seleccion del foliculo dominante esta basado en la respuesta
diferencial de los foliculos en una onda a FSH y LH (Ginther et a., 1996b). El
mecanismo involucra en primer instancia e decline en el pico de FSH. El tiempo de
seleccion (definido como la divergencia en los perfiles de crecimiento del dominante
contra los foliculos subordinados) coincide con el primer decremento significativo en
las concentraciones de FSH (Adams et al., 1992) y la respuesta podria ser retrasada con
FSH exdgena (Adams et a., 1993a). El segundo aspecto importante en la seleccion del
foliculo dominante es un cambio en la sensibilidad de LH. El aumento transitorio de
FSH permite un crecimiento folicular suficiente para que algunos foliculos (no todos)
adquieran sensibilidad aLH. Estarespuestale daal foliculo |ahabilidad para sobrevivir
sin FSH. En € tiempo que los perfiles de crecimiento del dominante y los foliculos
subordinados empiezan a divergir, alrededor de 2 dias después de la emergencia de la
onda, el foliculo destinado para volverse dominante aparentemente tiene més receptores
a LH y la ventgja competitiva sobre los foliculos subordinados. Sin embargo, los
foliculos subordinados pueden adquirir dominancia si €l foliculo dominante original es
removido (Adams et al., 1993b; Gibson et al., 1997) o si se aplica FSH exdgena (Adams
et al., 1993a).



Aungue la LH solano podria estimular €l desarrollo folicular, pulsos de alta amplitud de
LH, pueden inhibir parciamente la accion estimulatoria de FSH sobre el crecimiento
folicular, dependiendo de los niveles de estimulacion de FSH (McNelly et al., 1991).
Ademas, la supresion completa de LH por inmunizacion pasiva inhibe e desarrollo
folicular estimulado por FSH (McNelly et al., 1991). Usando un modelo similar en
conjuncién con un modelo de autotransplante de ovario Baird and McNelly., (1981);
Campbell et al., (1995) demostraron y extendieron estos resultados para demostrar que
los pulsos de LH de baja amplitud y frecuencia tiene un efecto pequefio sobre la
habilidad de FSH para estimular e desarrollo de foliculos antrales grandes y en
ausencia de LH, estos foliculos se mantienen criticamente dependientes de FSH por €l
soporte gonadotrofico. Sin embargo, foliculos antrales grandes pueden transferir sus
requerimientos gonadotréficos de FSH a LH s éste es liberado como pulsos de alta
frecuencia 'y de bgja amplitud. Habiendo transferido su requerimiento gonadotréfico de
FSH aLH, estos foliculos llegan a ser criticamente dependientes de LH de tal forma que
el cese de los pulsos de ata frecuencia de LH podrian conducir a una répida atresia,
caracterizada por la incapacidad de los foliculos para responder a un solo pulso
estimulatorio de LH. Esta transferencia de requerimientos gonadotréficos de FSH aLH
es el mecanismo probable en donde e foliculo preovulatorio puede resistir la caida de
FSH, que ocurre en €l inicio de lafase folicular seguido delaregresion luteal (Campbell
et al., 1995).

El mRNA del receptor de la hormona luteinizante (LH-R) se ha demostrado en la teca
interna de foliculos preantrales tipo 4 — 5 de cerdos, vacas y ovejas y la expresion es
detectada cuando la teca interna se forma alrededor de las células de granulosa (Xu et
al., 1995; Yuan et al., 1996; Boa et al., 1997a revisado en Adams, 1999; Webb et a.,
1999). En rumiantes domésticos hay evidencia de que los foliculos tipo 4 — 5 tienen
FSH-R y LH-R funcionales en células de granulosa y célula de la teca, respectivamente,
y en las oveas estos foliculos son capaces de sintetizar progestédgenos, andrégenos y
estrégenos in vitro (McNatty et a., 1986; Yuan et a., 1996; Wandji et al., 1996b).

En bovinos, cerdos y oveas los MRNAS para las enzimas P450ssc 'y P450cl7 estan
presentes en la teca interna de foliculos tipo 4 — 5, la cual también sintetiza andrégenos
invitro (McNatty et a., 1986; Yuan et al., 1996). La expresion del mRNA del complejo
P450ssc es mayor en las células de foliculos seleccionados que en foliculos no



seleccionados, a igual que la expresion del complejo P450c17 y 3B-HDS, en células de
la teca de los folicul os seleccionados. El citocromo P450arom se localiza solamente en
células de granulosa, y su expresion no puede ser encontrada en foliculos no reclutados
mayores a4 mm de diametro (revisado en Wehb et al, 1999).

El sistema IGF, ocupa una posicion central dentro de la “red” de sefiales intraovéricas
en e desarrollo folicular, siendo de gran importancia en la seleccion folicular (Fortune
et al., 2001). El sistema estd compuesto por dos ligandos (IGF-I e IGF-Il), dos
receptores (IGFR-1 e IGF -1), seis proteinas de union a IGF (IGFBPs 1 - 6) y proteasas
de IGFBP (Monget et al 2002).

En la ovga como en la rata, el cerdo y el humano, el IGF-lI estimula tanto la
proliferacion como la diferenciacion de células de granulosa. El IGF-I también estimula
la esteroidogénesis en células de lateca. Montget et a., (2002) reportan que en laoveja,
el IGF-I estimula principalmente la proliferacion de células de granulosa de foliculos
pequeios (1-3 mm de didmetro). Por e contrario, €l IGF-I estimula la secrecion de
progesterona por granulosa de foliculos grandes (mayores a 5 mm de didmetro), pero no
en foliculos pequefios (Monniaux and Pissrlet, 1992).

2.1.3 Dominancia

Souza et a., (1996, 19973, 1997b y 1998) indican que hay un periodo de dominancia
folicular caracterizado por una alta secrecion de estradiol e inhibina A, més corto que en
el periodo de dominancia morfoldgica, a pesar de que los foliculos dominantes no son la
fuente principal de inhibina A por lo tanto, en la oveja, el tamafio folicular por si solo
no es un parametro adecuado para asignar la dominancia (revisado en Webb €t a.,
1999).

La existencia dentro de una onda de la denominada dominancia folicular, en la vaca se
caracteriza por dos fendbmenos: la divergencia en e crecimiento entre el foliculo mayor
y e segundo mayor, y una disminucion del nimero de foliculos chicos correlacionada
con € crecimiento del foliculo mayor. Vifioles et al., (1999b) demostraron que durante

lafase luteal de laovejael fendbmeno de dominanciafolicular estaba presente.



La razdn por la cua €l foliculo dominante puede crecer con bagjos niveles de FSH
mientras que los subordinados se atresian puede estar relacionada con la sintesis de
receptores para LH en células de la granulosa del foliculo dominante. Todos los
foliculos poseen receptores a LH en células de la teca y de FSH en céulas de la
granulosa pero solo € foliculo dominante adquiere receptores para LH en células de
granulosa. La LH se unira a sus receptores en células de la granulosa estimulando una
mayor produccion de estradiol que le permitird a foliculo seguir creciendo aunque

disminuyan los niveles de FSH circulantes (Bo, 2002).

Larelacion entrelosnivelesde LH y e crecimiento folicular también pueden explicar el
fendémeno de regresion del foliculo dominante de las ondas foliculares anovulatorias y
el comienzo de la proxima onda folicular. Los atos niveles circulantes de progesterona
producidos por € cuerpo Iateo, disminuyen la frecuencia de pulsos de LH y causan la
detencion de las funciones metabdlicas del foliculo dominante. Este cese de la secrecion
de 17B-estradiol e inhibina se produce antes de que se observe una disminucion del
diametro del foliculo dominante, pero tiene como consecuencia € aumento de las
concentraciones de FSH que va a reclutar los foliculos de la siguiente onda folicular.
Por el contrario, a ocurrir la lutedlisis hacia el fina del ciclo hay un incremento de la
frecuencia de los pulsos de LH que estimulan el crecimiento del foliculo dominante y
una mayor produccion de 17B-estradiol, que induce los signos de estro y el pico
preovulatorio de LH. También durante la gestacion hay ondas foliculares pero las altas
concentraciones de P4 hacen que € diametro méximo del foliculo dominante disminuya
progresivamente (Bo, 2002).

Durante el crecimiento y las fases estaticas, la secrecion continua de productos
foliculares del foliculo dominante causa que la FSH sea suprimida hasta un nadir, y
junto con la supresion continua de LH como consecuencia de la secrecion de
progesterona en la fase luteal, el foliculo dominante cesa sus funciones metabdlicas y
comienza a morir. El foliculo dominante podria jugar un papel en su propio dafio,
también como la de sus subordinados. Bgjo € cese en la secrecion de productos del
foliculo, la FSH es otra vez llevada al pico. Este pico no tiene efecto sobre el foliculo
dominante “moribundo” o en regresion, pero estimula la emergencia de la proxima ola
(Adams, 1999).



Las inhibinas y activinas son factores de crecimiento diméricos de la superfamilia del
factor de crecimiento transformante . Las subunidades inhibina a, inhibina/activina a
e inhibina/activina Bg junto con |os receptores de activinal, 1A y 111B son expresadas en
células del ovario durante el desarrollo folicular (Roberts et al., 1993; Cameron €t al.,
1994). En ovarios de ovejael mMRNA y el péptido para la subunidad inhibina/activina g
es detectada primero en células de granulosa de foliculos tipo 1a - 3. Los foliculos mas
pequefios contienen el péptido inhibina/activina P, donde estos contenian una capa de
células de granulosa pero con un minimo de células cuboidales. En las etapas
posteriores de crecimiento, e péptido Bz Se encontro elevado en la zona pellcida a
pesar de que la expresion del gen continud en células de granulosa. En la etapa 5y la
siguiente el MRNA inhibina/activina pa fue localizado exclusivamente en células de
granulosa. En contraste a los resultados del mRNA inhibina/activina Ba, estudios
inmunohistoquimicos localizaron el péptido inhibina/activina B en ovocitos también
como en células de la granulosa de todas | as etapas del desarrollo folicular.

La inhibina suprime la secrecion de FSH anivel hipofisiario, ello resulta en la supresion
del desarrollo folicular y la producciéon de estradiol (revisado en Hernandez et al.,
2004). La inhibina esta presente en concentraciones elevadas en el liquido folicular de
las diferentes especies domeésticas como en la yegua. La administracion sistémica de
este fluido, después de remover la fraccion de hormonas esteroides, disminuye las
concentraciones circulantes de FSH, efecto observado en oveas tratadas con liquido
folicular equino (Hernandez et al., 1997). En yeguas se suprimio la secrecién de FSH 'y
el crecimiento folicular a aplicar LFE (Bergfelt and Ginthere, 1985), lo que confirmala
alta homologia que tiene lainhibina en las diferentes especies (Garcia et al., 2001) y que
es una fuente biol 6gicamente activa de inhibina (Hernandez et al., 2004). En novillas la
administracion de liquido folicular bovino (LFB) libre de esteroides, durante la
emergencia de la primera ola de crecimiento folicular, bloquea e crecimiento del
foliculo dominante de la primera onda y también coincide con la disminucién de los
niveles plasméticos de FSH. En el mismo estudio los niveles de FSH fueron suprimidos
en la misma extension en novillas tratadas con atas y bgas dosis de LFB, estas
observaciones podrian reflgjar la gran potencia de inhibina como supresor de la
liberacién de FSH hipofisiaria, porque aparentemente un pequefio incremento de
inhibina se asocia con la caida dréstica en la secrecion de FSH (Bleach et al., 2001).
Shi et al., (1990) reportan que la inyeccién de suero anti-inhibina en cerdos de guinea



confirman que es un factor importante en la regulacion de la secrecion de FSH en el
ciclo estral. Estos resultados son similares a los reportados en otros animales tales como
ratas (Arai et al., 1996), hamsters (Kishi et al., 1996), vacas (Kaneko et a., 1993) y
ovgjas (Mann et al., 1989), en los cuaes se demostrd que la inmunoneutralizacién
pasiva de inhibina puede inducir un incremento en las concentraciones plasmaticas de
FSH.

2.2. Atresia Folicular

El palabra atresia es de origen griego, literalmente significa la clausura u obliteracion
de un orificio o pasaje del cuerpo (a=no, tresos=perforacion) (Hurwitz et a., 1992). En
el contexto de la fisiologia ovarica, la atresia folicular es un proceso degenerativo
extenso que se propaga en todo el foliculo y por la cua éste pierde su integridad
estructural (Sharma, 2000; Chedrese, 2003).

La atresia se presenta en las hembras desde la vida prenatal (McGee and Hsueh, 2000).
El funcionamiento de los ovarios, desde € punto de vista de desarrollo folicular, es
caracterizado por el continuo crecimiento y degeneracion de los foliculos. S6lo unos
pocos de los foliculos que se desarrollan son seleccionados para ovular (Hirshfiel,
1991), por lo que parece posible concluir que e término normal de la maduracion
folicular esla atresia (Murdoch, 1992). El ovario humano contiene aproximadamente 2
millones de ovocitos a nacimiento, y alrededor de 400 foliculos son ovulados
normal mente durante la vida reproductiva femenina. En el tiempo de la menopausia, no
se encuentran foliculos ni ovocitos en el ovario (Hsueh et a., 1994). Por lo tanto, méas
del 99% de los foliculos humanos sufren cambios degenerativos o atresia (Hsueh et al.,
1994). El ovario de una oveja adulta contiene de 12 000 — 86 000 foliculos primordiales
y 100 — 400 foliculos crecen, de los cuales 10 — 40 son visibles en la superficie del
ovario (Mracek et al., 2002).

El proceso degenerativo de atresia puede ocurrir en cualquier etapa del desarrollo
folicular, pero es mas frecuente en los foliculos antrales (Hirshfiel, 1991). En los



foliculos preantrales es poco claro el mecanismo por €l cua se vuelven atrésicos, sin
embargo, en varias especies se conoce que € porcentgje de foliculos atrésicos se
incrementa en la medida que aumenta el tamafio de los mismos, de manera que cuando
los foliculos llegan a ser antrales, una alta proporcién de ellos son atrésicos (Hirshfiel,
1991); en larata, e 70% de los foliculos antrales son atrésicos (Mandl and Zuckermen,
1950) en el raton, 50% (Jones, 1956); en & congjo, 60% (Pincus and Enzmann, 1937);
en el humano, el 50-99 % (Block, 1951) (citados por Hsueh et al., 1994) y en la ovgja
més del 80% de los foliculos mayores de 3 mm son atrésicos (Garcia et al, 1997). La
incidencia de atresia en los foliculos de ovejas es altamente dependiente del didmetro
folicular, el 21% de los foliculos pequefios son atrésicos, mientras que en los mayores
de 6 mm el 93% lo son (revisado en Rosales, 1998).

V arios Procesos anatomo-fisiol 6gicos estan asociados con la atresiafolicular, entre ellos
se encuentra: desprendimiento y degeneracién de las células de la granulosa, presencia
de células con nucleos picnaticos en lagranulosa (Hay et al., 1996), fragmentacion de la
l&mina basal (Bagavandoss et al., 1983), reduccién de la sintesis de DNA (Greewald,
1989), disminucion de la sintesis de estrogenos (Carson et al., 1979), disminucién de la
capacidad de fijacion de gonadotropinas (De Felicite et a., 1993); asi como la
disminucion en la sintesis y expresion de los mRNA correspondientes a las aromatasas
y alos receptores para gonadotropinas (Tilly et al., 1993); la supresion del acoplamiento
metabolico por la pérdida de las uniones comunicantes (Wiensen et a., 1989);
fragmentacion internucleosomal del ADN, caracteristico de las células que sufren
apoptosis (Kaipia and Hsueh, 1997). La atresia también ha sido asociada con una falla
en la produccion o activacion de enzimas gue participan en la remodelacion tisular del
tgjido ovarico, asi como las colagenasas, gelatinasas, Pz-peptidasas (Garcia et al., 1997)
y del activador del plasmindgeno (Meinecke et al., 1982).

Basandose principamente en criterios morfologicos, la atresia de foliculos antrales

puede ser dividida en diferentes estados:

Estado |.- Foliculo sano: es caracterizado por un nimero pequefio de CG con nucleos
picnéticos (<10%) usualmente hacia € antro folicular, mientras que algunas células de

granulosa todavia estan en mitosis (Hsueh et al., 1994).



Estado I1.- Atresiainicial: Se observan muchas CG con nucleos picnéticos (10-30%), se
reduce la mitosis de CG y € detritus de las células se observan en e antro. La
membrana basal pierde su integridad y hay infiltracion de leucocitos hacia la granulosa.
En el ovocito los cambios como si se hubierareiniciado la meiosis son evidentes (Hsueh
et al., 1994).

Estado I11.- Atresia avanzada: Es caracteriza por una reduccion en e numero de CG,
ninguna de éstas en mitosis, y €l foliculo se colapsa. En la ovejas se ha demostrado que
los folicul os atrésicos desaparecen aproximadamente a los 7 dias de iniciado el proceso
(revisado por Hsueh et al., 1994).

2.2.1. Muertecdular en la atresiafolicular

La atresia folicular puede ser iniciada y propagada por la muerte de las células
foliculares (Clark et al, 2004). Generalmente hay dos vias por las cuales las células
pueden morir: apoptosis y necrosis. En la atresia folicular de la oveja se observa la
participacion de dos tipos de muerte, la contribucién preponderante de cada tipo de
muerte depende del tamafio del foliculo. En los foliculos pequefios participa
principamente la muerte por apoptosis, mientras que en los foliculos grandes es la

necrosis € principal tipo de muerte (Rosales et al, 2000).

Actuamente se encuentra en controversia cual de las céulas foliculares inicia con la
atresia aunque se mantiene la idea generalizada que inicia con la muerte de las células
de la granulosa y algunos otros apoyan que se inicia con la muerte de las células
endoteliales de lateca (Makrigiannakis et a, 1999, Clark et al, 2004).

A pesar de que el mecanismo responsable de la atresia no esta claramente definido,
existen evidencias gue muestran gque la atresia comienza con la muerte de las CG y ésta
es caracterizada por fragmentacion internucleosomal del ADN, lo cual sugiere que estas
células mueren por apoptosis. Este tipo de muerte celular ha sido reportada en gallinas,
ratones (Rajakoski, 1996), bovinos, humanos (Jolly et al., 1994), ratas (Palumbo y Y eh,
1994; Jolly et al., 1994), ovejas (Murdoch, 1995; Rosales et al., 2000), cerdos (Miki et
a., 1998; Liu et a., 2003) y equinos (Pederson et al., 2000).



El término de apoptosis originalmente definido como “la caida de las hojas de los
arboles’ o “la caida de los pétalos de las flores’, fue usado cientificamente por primera
vez para describir la muerte celular dependiente de energia por Kerr et a., (1972). La
apoptosis o muerte celular programada describe la eliminacién de células genéticamente
determinadas. El proceso es iniciado por una sefial de muerte que inclina el balance

entre factores pro y anti-apoptoticos (Lu et a., 2005).

La apoptosis es un evento ordenadamente activo, que toma lugar en € tejido, sufriendo
cambios en € desarrollo o respondiendo a alteraciones estimulo- fisiologicas. Este
proceso de “suicidio” activo toma lugar en células con niveles de ATP normales y en
general, requiere mMRNA vy sintesis de proteinas. La apoptosis afecta solo células
esparcidas e involucra encogimiento celular, condensacion de la cromatina y la
formacion de pequefios pedazos esféricos de la membrana, referidos como cuerpos
apoptdéticos, los cuales contienen fragmentos nucleares. Las células apoptéticas son
fagocitadas por sus vecinas. Porque la fagocitosis toma lugar usualmente antes de que
la integridad de la membrana plasméatica se pierda, no hay salida de componentes
citoplasmicos, y por lo tanto, la reaccion inflamatoria no es inducida (Hsueh et d.,
1994). La membrana celular sufre una serie de cambios entre estos podemos mencionar:
la expresion de sitios de union a la trombospondina, la pérdida de residuos de écido
sidico y la exposicion de fosfatidilserina (Rosales et al., 2000). La caracteristica
fundamental de la apoptosis es la activacion de una endonucleasa dependiente de
cacio/magnesio, que rompe & ADN de manera especifica en  espacios
internucleosomales produciendo fragmentos de 180-200 pares de bases o sus multiplos
(Wyllie, 1980; Arends et al., 1990; Gaido and Cidloski, 1991, citado en Hsueh et al.,
1994). El proceso de apoptosis ocurre rapidamente y las células que sufren este tipo de
muerte podrian desaparecer completamente dentro de pocas horas (Murdoch, 1995;
Y uany Rajaduri, 2000).

Varios factores tales como lainteraccion de Fas con su ligando (FasL), € TNF-a, dafio
del ADN o hipoxia pueden disparar la apoptosis celular. Hay dos mecanismos
fundamentales de sefializacion, el extrinseco y € intrinseco por los cuales la apoptosis
es mediada. El mecanismo extrinseco es disparado por ligandos de muerte externos. El
mecanismo intrinseco es disparado por sefial es apoptaticas internas e involucradas en la

mitocondria.



La cascada de caspasas es central para la progresion de apoptosis. Han sido
identificadas 14 caspasas en los mamiferos, las cuales, son clasificadas en caspasas
iniciadoras y caspasas efectoras. Las caspasas iniciadoras, son la 8, 9 y 10, son
activadas por autoprotedlisis en respuesta a sefiales de muerte e inician la apoptosis
(Chen y Wang, 2002; Thornberry and Lazebnik, 1998). L as caspasas efectoras son la 3,
6y 7, son activadas por caspasas de iniciacion y su funcion es la digestion proteolitica
de la célula, culminando con la muerte (Thornberry and Lazebnik, 1998). Se han
identificado alrededor de 100 substratos de caspasas; la DNasa activada por caspasa
(ICAD); la PARP (por su siglas en inglés Poly ADP-Ribose Polymerasa), Bcl-2,
laminina y varias proteinas de union a citoesqueleto. La division de estas proteinas
causan fragmentacion del ADN (Thornberry y Lazebnik, 1998), inhibicién y reparo de
la sintesis de ADN (Tewari et a, 1995), disrupcién de la membrana nuclear y
condensacién de la cromatina (Taimen y Kallgjoki, 2003) y colapso del citoesquel eto
(Kothakota et al., 1997; Rudel y Bocokh 1997; Harrington et a., 2001; Kook et al,.
2000; Cheng et al., 2005 revisadosen Lu et al, 2005).

El desarrollo de un foliculo depende de factores de sobrevivencia que promuevan €l
crecimiento folicular y también protejan a las células de apoptosis. Esto incluye a
factores de crecimiento producidos dentro del ovario entre los que destacan IGF
(Monget et a., 2002) y VEGF (Mattioli et a., 2000; Greenaway et a., 2004), asi como
estradiol y las gonadotropinas LH y FSH. En ausencia de estos factores de
sobrevivencia, el mecanismo de apoptosis endogena dentro del foliculo llega a ser

activado y conduce a atresiafolicular.

Las gonadotropinas han mostrado tener un efecto modulador en la incidencia de la
atresiafolicular. La privacion de gonadotropinas después de la hipofisectomia, conduce
alaatresiay alaapoptosis de los foliculos en desarrollo (Nahum et al., 1996), mientras
gue en foliculos antrales tempranos cultivados, en presencia de FSH se previene €
inicio espontédneo de la apoptosis folicular (Chun et a., 1996). Se sabe que €
tratamiento de FSH es capaz de rescatar foliculos en estadios tempranos de |a atresia,
pudiendo alcanzar estos foliculos posteriormente todas las etapas de desarrollo hasta
preovulatorias (Hirshfiel, 1991). Chun et a., (1994), han demostrado que en
condiciones in vivo, € tratamiento con FSH, inhibe la fragmentacion del ADN en CG.



También se ha demostrado que la hCG es tan efectiva como la FSH para evitar la
fragmentacion apoptotica del ADN del foliculo bajo condiciones in vitro. En ovejas la
administracion de FSH exdgena, incrementa el niUmero de folicul os antrales medianos y
grandes, disminuyendo la incidencia de atresia. En foliculos medianos (3 — 6 mm) y
grandes (mayores a 6), la proliferacion celular se reduce significativamente cuando se
retirala aplicacion de FSH (Jablonka-Shariff et al., 1996).

El estradiol es un importante factor intraovérico de crecimiento, diferenciacion y de
sobrevivencia, € cua estimulalaproliferaciéon de las CG y las protege contra apoptosis.
(Revisado en Rosenfeld et al., 2001). Una diferencia temprana detectable entre €l
foliculo dominante y los foliculos subordinados al momento de la seleccion en el
ganado es la capacidad incrementada de las células de CG para sintetizar estradiol.
Guthrie y Cooper, (1996) reportaron que la concentracion de estradiol es mayor en
foliculos sanos comparados con foliculos atrésicos. Austin et al., (2001) mostraron que
en foliculos menores a 8 mm la concentracion de estradiol es significativamente menor

comparado con foliculos mayores de 8.5 mm.

Jolly et a., (1992); Huet et a., (1997) y Rosales et a., (2000) han sugerido que el
balance entre estradiol y progesterona quiza sea un buen predictor de si un foliculo
podria proceder a madurar o sufrir atresia. Yu et a., (2004) midieron las
concentraciones de E2 y P4 en liquido folicular y encontraron que el nivel de estradiol
es significativamente més bajo en foliculos atrésicos que en foliculos sanos, por otro
lado, €l nivel de progesterona fue més alto en foliculos atrésicos, o cua resulté en un
cambio significante en e radio de E2/P4: mayor a 1 en foliculos sanosy menor a 1 en
foliculos atrésicos, lo cual ya habia sido sugerido por Rosales et a (2000), para ovejas.
Estos resultados sugieren que cuando un foliculo produce més progesterona que
estradiol, sus células de la granulosa han iniciado el proceso de muerte caracteristico de

laatresia.

La disminucién en la produccion de E2 podria ser el resultado de una reduccion en e
numero de células viables de la granulosa, la actividad de aromatasa 0 ambas (Tilly et
al., 1992).



Estudios en especies domésticas sustentan un papel importante de IGF en € desarrollo
folicular. El IGF incrementa la secrecion de estradiol y la respuesta a gonadotropinas en
CG cultivadas de bovinos y ovinos (revisado en Quirk, 2003). En el ganado, las
concentraciones libres de IGF-I disminuyen en foliculos subordinados grandes en €l
momento de la seleccidn, pero no cambia en los foliculos dominante (Beg et al., 2001;
Ginther et al., 2003). Las IGFBP, relativamente con bajo peso molecular (BP2, BP4 y
BP5), estan presentes en e liguido folicular de foliculos subordinados pero no en
foliculos dominantes de ganado (Echterkamp et a., 1994; de la Sota et a., 1996;
Stewart et al., 1996; Mihm et a., 2000; Austin et al., 2001; Beg et a., 2001). La adicion
de IGF en un cultivo de CG previene la apoptosis inducida por FasL (Quirk et al.,
2000). Hu et al, (2004) indicaron que la proteccion por IGF | es mediada a través de la
via de sefidlizacion de la fosfatidil inositol 3'OH cinasa (PI3K) y no por la via de las
Proteinas Activadoras de Mitosis (MAPK).

Como se menciono anteriormente, una caracteristica bioquimica comun de la apoptosis,
la degradacion del ADN gendmico por la accion de endonucleasas dependientes de
calcio/magnesio (Arends et a 1990), se ha demostrada en foliculos atrésicos (Hsu and
Hsueh, 1997). Boone and Tsang (1998) han encontrado que la endonucleasa
dependiente de calcio/magnesio relacionada en este proceso esla DNasa |l (Boone et al.,
1995; Boone and Tsang, 1997a, 1997b), la cual esta presente en el nucleo de CG de
foliculos sanos (Boone and Tsang, 1997b). Esto sugiere que la DNasa | esta presente,
pero inactiva en CG y sdlo necesita una sefia que la active y degrade al ADN durante

laatresiafolicular.

En foliculos de bovino, las CG pueden expresar Fasy FaslL, y la expresién de ambas
proteinas se incrementa durante la apoptosis inducidain itro por €l retiro de nutrientes.
La apoptosis inducida a retirar la fuente de nutrientes (suero fetal) es mediada por la
interaccion de Fas/FasL. (Hu et a., 2001). En ratas, Kim et al., (1998) también sugieren
gue € sistema de sefializacion de Fas/FasL podria estar involucrado en la apoptosis de
CG, en €l penultimo estadio de desarrollo folicular.

2.3. Angiogénesis, desarrollo folicular, atresiay VEGF



La formacion de nuevos vasos sanguineos ocurre mediante dos procesos:
vasculogénesis y angiogénesis. La vasculogénesis es la diferenciacion in situ de plexos
capilares primarios a partir de células precursoras, conocidas como angioblastos y
ocurre primordialmente durante €l desarrollo embrionario (Klagsburn and Moses, 1999)
y laangiogénesis se refiere ala formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya
existentes y es esencial parael crecimiento y desarrollo del tejido normal (Folkman and
Klagsbrun 1987; Klagsbrun and D" Amore 1991; Klagsburn and Moses, 1999).

El requisito para € crecimiento de nuevos vasos sanguineos es esencial en todos los
organos en crecimiento y reflgja el hecho de que e aporte adecuado de nutrientes y
oxigeno sblo puede proporcionarse a los tejidos en una magnitud muy limitada a través
de la difusién. Por consiguiente cada aumento en la masa de 6rganos o tejidos debe ser
acompafiado por un crecimiento adecuado de los vasos sanguineos. Este hecho implica
que en e anima adulto, debido a la escasez de procesos de crecimiento fisiolégico y
remodelacion tisular que se requieren en condiciones normales, la angiogénesis es un
proceso excepciona (Gordon et al., 1996; Augustin, 2000 revisado en Espinosa and
Rosado, 2002).

El proceso angiogénico inicia con el crecimiento rapido de los capilaresy culminaen la
formacion de una nueva capa microcirculatoria compuesta de arteriolas, capilares y
venulas. Lainiciacion de la angiogénesis consiste de por 10 menos de tres procesos: 1)
ruptura de la membrana basamental de |os vasos existentes, 2) migracion de las células
endoteliales de vasos existentes hacia un estimulo angiogénico, y 3) proliferacion de
células endoteliales (Redmer et al, 2001). El desarrollo de los nuevos vasos sanguineos
es completado por laformacién de laldmina basal capilar y la diferenciacién de nuevos

capilares a arteriolas y venulas.

La angiogénesis es un proceso complejo donde existe un delicado balance entre
promotores (factores angiogénicos) e inhibidores (factores antiangiogénicos). La
perturbacion de este equilibrio puede resultar en una fala del estado fisiologico y
conducir a diferentes patologias (Abulafia and Sherer, 2000).

En los casos de angiogénesis normal, |os factores de estimulo parecen ser la hipoxia y/o
la acidosis tisular que inducen la liberacion de factores estimuladores de la



angiogénesis. Los tejidos enfermos o daflados producen y liberan factores de
crecimiento angiogénicos que se difunden hasta los tejidos cercanos (efecto parécrino)
(revisado en Espinosa and Rosado, 2002).

Varios reguladores potenciales de la angiogénesis han sido identificados incluyendo al
factor de crecimiento fibroblastico acido (FGFa), factor de crecimiento fibroblastico
basico (FGFb), angiogeninas, VEGF, el factor de crecimiento placental (PIGF),
interleucina 8 (IL-8), e factor de crecimiento de hepatocito (HGF), proliferinas,
angiopoietinas, € IGF |, TGFa, TGFp, €l factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), EGF, etc. (Folkman and Shing, 1992; Klagsbrun and D"Amore 1991). Pero
diferentes lineas de investigacion demuestran que €l VEGF juega un papel importante
tanto en la angiogénesis fisioldgica como en la angiogénesis patoldgica (Relf et al.,
1997) y es @ primer factor caracterizado con base a su habilidad para promover la
proliferacién vascular endotelial, asi como incrementar la permeabilidad vascular
(Ferrara, 2004).

Dentro de los factores inhibidores de la angiogénesis se encuentran, la angiostatina,
endostatina, trombospondina 1 (TSP1) y TSP2, andogos de somatostatina (octeotrido),
el fragmento 16-kDa de prolactina, etc, (revisado en Turner et a., 2000).

La angiogénesis que acomparia a la foliculogénesis se presenta en periodos ciclicos en
las diferentes etapas del ciclo estral (Denekamp, 1984; Nottola et al., 1997; Zimmerman
et a, 2003). En la foliculogénesis, la angiogénesis y regresion de vasos proporcionan

los cambios en lared microvascular del foliculo (Charney et a., 1975).

Durante la foliculogénesis, los foliculos primordiales compuestos de un ovocito
rodeados de una sola capa de células de granulosa, desarrollan para formar foliculos
secundarios, en la cua la capa de teca externa tiene su propia red vascular y la capa de
la granulosa, a pesar de ser avascular (Stouffer et al., 2001), aparece por estar
involucrada en la angiogénesis folicular: en realidad, las células de la granulosa han sido
identificadas como el principal componente involucrado en la produccion de VEGF
tanto in vivo (Matioli et a., 2001) como in vitro (Grasselli et al., 2002). La angiogénesis
folicular se inicia durante el desarrollo folicular temprano y continua hasta €l final del
crecimiento folicular (Suzuki et al., 1998). Sin embargo, durante el desarrollo del antro,



los foliculos adquieren una red vascular en la capa de la teca, la cua cuando esta
completamente establecida, consiste de dos redes capilares, localizadas en la teca
internay teca externa. Estos vasos sanguineos recién formados aseguran un incremento
en e suministro de gonadotropinas, factores de crecimiento, oxigeno, precursores de
esteroides, asi como de otras sustancias para el crecimiento folicular. En la capa de la
teca, los vasos sanguineos aumentan en numero y tamafo conforme los foliculos
desarrollan pero no penetran la membrana basamental separando la teca interna de la
capa de células de granulosa. La vascularizacion incrementada del foliculo individual
resulta en una distribucion preferencial de gonadotropinas y, por lo tanto, podria jugar
un papel instrumental en la maduracion selectiva de los foliculos preovulatorios
(Zeleznik et al., 1981). A pesar de que la angiogénesis es en la capa de la tecay los
receptores para los factores angiogénicos se localizan encontrados predominantemente
en € endotelio vascular del ovario y células asociadas, muchos de los factores que
regulan el proceso son sintetizadas predominantemente en la granulosa (Hamish, 2006).

En los foliculos de bovino el flujo sanguineo detectable crece gradualmente desde la
base del foliculo, paralelamente con las concentraciones plasmaticas de estradiol hasta
la ovulacién; sin embargo el estradiol no gerce ningin efecto en la angiogénesis
folicular (Acosta et a., 2003). Los foliculos dominantes de bovinos durante fase
folicular muestran un buen desarrollo de los capilares con una angiogénesis dependiente
en la capa capilar interna. La proliferacion capilar aparece para ser distribuida primero
en la region apical, después en la region ecuatorial 0 basal de la capa capilar interna
(Jian et al., 2003).

Por otro lado, 1a degeneracion de lared capilar en foliculos que fallan en el desarrollo es
un factor relevante causando atresia folicular. Moor and Seamark (1986) sugieren que
la disminucion de la vascularidad podria limitar € acceso en foliculos atrésicos a
nutrientes, substratos, y hormonas in vivo. Greewald, (1989) encontré que la sintesis
reducida de ADN de células endoteliales foliculares fue asociada con la reducida
vascularidad folicular y es uno de los signos mas tempranos de la atresia. Similarmente
Redmer and Rynolds, (1996) observaron una cesacion en la proliferacion de células
endoteliales de la teca, asociados con una disminucion en la vascularidad tecal, tan

pronto después del inicio de la atresia en foliculos de bovino, ovino y porcino.



Uno de los factores de crecimiento mas importantes que juega un papel fundamental en
el proceso de angiogénesis a nivel folicular es el VEGF. Es factible que la expresion de
VEGF en céulas de la granulosa sea estimulado por poco oxigeno presente en el
ambiente folicular (revisado en Hunter et al., 2004). Estudios previos han demostrado
que € crecimiento folicular es acompafiado por una reduccion en pO2 en €l liquido
folicular y por un incremento en la produccion de VEGF en células de granulosa (Basini
et a., 2004). Aunque la produccion de VEGF en células de la granulosa ha sido muy
documentada, Bianco et al., (2005) demuestran que bajo condiciones normoxicas estas
células son desprovistas de cualquier actividad angiogénica. Es probable que € inicio de
una adecuada red vascular en el desarrollo del foliculo dependa del inicio de un
ambiente hipdxico, mientras bajo condiciones de disponibilidad normales de oxigeno, la
produccion de VEGF por células de la granulosa podria no ser suficientemente
estimulado.

La regulacion exacta de la expresion de VEGF no es conocida, a pesar de que
numerosos estudios han demostrado que las gonadotropinas pueden estimular la
produccion de VEGF en células de la granulosa durante el desarrollo folicular, tanto in
vivo como in vitro (Hazzard et al., 1999; Barboni et al., 2000; Schams et al., 2001). Esto
sugiere que un inadecuado soporte de gonadotropinas podria conducir a un decremento
en la vascularizacion folicular y una subsecuente dafio funcional (revisado en Hunter et
al., 2004), mientras que la produccion de este factor de crecimiento por células de la
teca no se modifica por €l estimulo de estas hormonas. Estos autores han demostrado
que, durante el desarrollo folicular, las células de la granulosa son las mayores
promotoras de VEGF lo cual puede demostrarse tanto por la determinacion del mRNA
encargado de codificar su produccion, como por la determinacién directa de la sintesis
in vitro de este factor. Es posible que la sintesis de VEGF en las células de la teca
parezca inferior debido a que es facilmente arrastrado por la circulacion, mientras que €l
producido por células de la granulosa tiende a acumularse en e liquido folicular.
También es posible aceptar que el VEGF producido en € interior del foliculo bgjo la
accion de las gonadotropinas sea utilizado, sobre todo en las fases finales de crecimiento
folicular, como un factor parécrino que difunde a través de la membrana basal del
foliculo para estimular, en las tecas, la formacion de las capas internas, proximas a la

membrana basal, que parecen ser determinantes en la fisiologia folicular (Richards,



1980; Barboni et a., 2000; Van Blerkom et al., 1997 revisado en Espinosa y Rosado
2000).

La produccion de VEGF es regulada diferentemente en foliculos de acuerdo a su
tamafio. El mRNA VEGF y la proteina en el ovario de primate son expresados en las
células de lateca de foliculos antrales y en células de granulosa més cercanas al ovocito
en foliculos preovulatorios pero no en células de granulosa de foliculos primordiales y
preantrales (Stouffer et al., 2001). En foliculos de porcino y bovino e VEGF es
expresado débilmente durante el desarrollo folicular temprano y llega a ser mas
pronunciado en células de granulosa y teca a lo largo del desarrollo del foliculo
dominante (Barboni et al., 2000; Greenaway et a., 2005).

La expresion del mRNA vy la proteina en células de la granulosa de varias especies es
estimulada por el pico de LH (ciclos naturales) o con la administracion de hCG (ciclos
artificiales) (Koos, 1995; Christenson and Stoufer, 1997; Barboni et al., 2000).
Recientemente se ha demostrado que exponer a niveles elevados de gonadotropinas
incrementa no solo la expresiéon de VEGF, sino también los receptores VEGFR- 1 (Flt-
1) y (VRGFR-2) Flk-1 en foliculos ovaricos de rata 'y porcinos (Gomez et a., 2003;
Shimizu et a., 2002).

Estudios validos indican que la expresion incrementada de VEGF durante la fase
folicular puede ser atil para incrementar el nimero de foliculos dominantes destinados
para ovular. Reynolds y Redmer, (1998) demostraron que foliculos dominantes son mas
vasculares que los foliculos no dominantes. Los foliculos dominantes tiene una teca mas
vascular comparada con los otros foliculos antrales y como resultado éstos muestran un
incrementado nivel de gonadotropinas (McNatty et al., 1981) La inyeccion de
fragmentos del gen VEGF en ovarios de cerdas tratadas con gonadotropina corionica
equina (eCG) incrementa e numero de foliculos grandes y e desarrollo de la red
vascular en la capa de la teca (Shimizu et a., 2003). Por otra parte, la administracion
directade VEGF a ovario incrementa el nimero de foliculos preantrales en €l ovario de
rata, similar a bien conocido efecto de estrégeno (Danforth et al., 2003).
Adicionalmente, Quintana et al. (2004) sugiere que la administracion directa de VEGF
al ovario disminuye la apoptosis ovérica en € raton. La administracion intraperitonial
de VEGF 120 y VEGF 164 estimulan marcadamente la angiogénesis folicular en la capa



de la teca interna, e incrementa el nimero de foliculos preovulatorios saludables y
ovocitos ovulados en ratas (Lijina et al., 2005). En contraste la administracion de un
anticuerpo anti-FIk/KDR inhibe la angiogénesis de foliculos dependientes de
gonadotropinas en ratones, lo cual, en turno bloguea e desarrollo de los foliculos
antrales maduros (Zimmermann et a., 2003). Lainhibicion de VEGF con un anticuerpo
VEGEF trap resulta en la disminucion de la angiogénesis, reduciendo el reclutamiento y
crecimiento de foliculos antrales, también como, la disminucién en la expresion de
FIkK/KDR en primates (Wulff et al., 2002). La elevada vascularidad o la permeabilidad
vascular de los foliculos en desarrollo pueden facilitar la liberacién de agentes
foliculotropicos (gemp. FSH, estrogeno, andrégeno) que resulta en el incremento de
reclutamiento folicular de el pool de foliculos primordiales y/o lainhibicion de la atresia
folicular (Zeleznik et al., 1981).

Los capilares de la capa de la teca llegan a ser hiperpermeables alrededor del tiempo de
ovulacion en varias especies de mamiferos (Moor and Seamark, 1986). En foliculos de
bovino y porcino, esto es acompariado por una expresion incrementada de VEGF y una
muy ata acumulacion de la proteina de VEGF en € liquido folicular (Barboni et al.,
2000; Berisha et a., 2000). Los atos niveles de VEGF en e liquido folicular de
foliculos preovulatorios parecen difundirse hacia las capas externas y crear un gradiente
angiogénico en la capa de la teca que atrae a los vasos sanguineos hacia la capa de la
granulosa (Barboni et a., 2000). Porque los vasos no pueden cruzar la barrera de la
membrana basal, ellos desarrollan dentro de la capa de lateca, en cerrada proximidad a
la membrana representando la principal fuente de nutrientes y gases para células de
granulosa y germinaes. Signos tempranos de atresia incluyen la desaparicion de estos
vasos internos sin modificacion substancial de vascularizacién en otras regiones de la
capa de la teca (Moor and Seamark, 1986). Por lo tanto, la persistencia de esta red
vascular interna aparece para depender directamente de la acumulaciéon de VEGF en el
liquido folicular y cuando tal almacén no esta grandemente disponible, como ocurre en
la atresia temprana, la red capilar sufre una degeneracion intensiva (Mattioli et al.,
2001).

Resultados recientes muestran que el VEGF es un tipo de factor de sobrevivencia para
células endoteliales (Alon et al., 1995; Bemjamin et al., 1999) e induce la expresion de
proteinas antiapoptéticas Bcl-2'y Al en células endoteliales de humano (Greber et al.,



1998). Recientemente Greenaway et a., (2004) han indicado que VEGF también tiene
un papel citoprotector en el compartimiento de células de la granulosa de bovinos. La
co-expresion de VEGF y Flk-1/KDR en células de la granulosa de ovarios de bovino
protegen a estas células contra la muerte de células apoptéticas y la atresia folicular.
Foliculos sanos exhiben una muy baja incidencia de apoptosis y ata expresion de Flk-
1/KDR en células de la granulosa. Foliculos atrésicos tempranos, por otro parte, tienen
significativamente mas células de la granulosa apoptéticas y una reducida tincion de
FIk-1/KDR. Ademés e bloqueo de FIk-1/KDR inhibe significativamente la habilidad de
las células para responder a VEGF enddgenay exogena, reduciendo la proteccion contra
la activacion de caspasa-3 y la apoptosis (Greenaway et al., 2004). El efecto protector

de VEGF en las células de la granul osa ocurre via interaccion con FIk-1/KDR.

2.4. Factor de Crecimiento Endotelio Vascular

En 1989, Ferrara and Henzel, reportaron e aislamiento de un mitégeno especifico de
células endoteliales € cual nombraron “Factor de crecimiento endotelio vascular” y
Leung et a. y Keck et a., en 1989 demostraron que VPF Y VEGF eran la misma
molécula, por lo cual también se le conoce como factor de permeabilidad vascular, ya
que es capaz de incrementar 50 000 veces mas la permeabilidad microvascular en

comparacion con la histamina (Watson y Al-zi-abi, 2002).

Actualmente la familia de VEGF comprende varios miembros, incluyendo la primer
molécula identificada, VEGF A (también referida como VEGF), € factor de
crecimiento placental (PIGF), VEGF B, VEGF C, VEGF D (Ferrara and Davis, 1997).
Adicionamente dos homdlogos de VEGF han sido identificados en el genoma del
parapoxvirus, Orf virus, y han mostrado que tienen una actividad como la de VEGF.
Principalmente, VEGF C y VEGF D regulan la angiogénesis linfética, enfatizando el
anico papel de esta familia del gen en controlar €l crecimiento y diferenciacion de

multiples componentes anatdmicos del sistema vascular (Revisado en Ferrara, 2004).

VEGEF tiene una homologia significante a PDGF (Factor de crecimiento derivado de
plaguetas) y todas las ocho cisteinas encontradas en las cadenas A y B de PDGF son
conservadas en VEGF (Leung et al., 1989; Keck et al., 1989). El gen VEGF A de

humano esta organizado en ocho exoénes, separados por siete intrénes (Houck et al.,



1991; Tischer et al., 1991) y esta localizado en e cromosoma 6p21.3 (Vicenti et al.,
1996 Revisado en Ferrara, 2004). Existen cinco isoformas moleculares de VEGF que
difieren en el nUmero total de aminoécidos, son producidas como resultado del splicing
alternativo de su gen. En humanos estas isoformas corresponden a VEGF 121, VEGF
145, VEGF 165, VEGF 189 y VEGF 206 (Kaczmarek et a., 2005). Las isoformas mas
cortas, VEGF 121, esta codificada por los exones 1-5 y 8, VEGF 165 incluye
adicionalmente el exdn 7. Los mRNA de VEGF 189 y 206 contienen los 8 exones, €l
splacing del exdén 6 crealadiferencia entre VEGF 189 y 206 (Houck et al., 1991).

VEGF es una proteina dimérica. La principal forma tiene un peso molecular
aproximadamente de 45 kDa y esta compuesta de la isoforma de 165 aminoécidos
(Ferrara'y Henzel, 1989). Las isoformas menores del VEGF humano contienen 121 y
189 aminoécidos. Comparado con VEGF 165, VEGF 121 carece de 44 aminoacidos,
VEGF 189 tiene una insercién de 24 aminoéacidos y VEGF 206 tiene una insercion
adicional de 17 aminoacidos (Park et al., 1993). En roedores y bovinos los monémeros
de VEGF son més cortos por un aminoacido. Los monémeros de VEGF tiene un solo
sitio de glicosilacion como Asp 75 de la proteina madura, pero la glicosilacion no es
necesaria para la actividad bioldgica (Yeo et a., 1991; Claffey et al., 1995), aunque es

importante para la secrecion eficiente de VEGF.

VEGF 121 es un polipéptido acidico que no se une a heparina debido a la falta del
dominio de union a heparina codificado por los exones 6y 7. VEGF 189 y VEGF 206
son altamente bésicas y se unen a heparina con gran afinidad (Houck et al., 1992).
VEGF 189 y VEGF 206 son casi completamente secuestradas en la matriz extracelular
(revisado en Ferrara, 2005). VEGF 121 y VEGF 165 son usuamente las especies
moleculares predominantes producidos por una variedad de células normales y
trasformadas. Ambas de estas son difusibles, pero la secrecion de la proteina VEGF 165
puede ser ligado a la superficie celular y a la matriz extracelular (Ferrara y Davis,
1997). VEGF 145 es otra isoforma secretada vinculada a las células endoteliales y su
expresion se ha visto mas restringida compara con otras formas de VEGF (Poltorak et
al., 1997).

Las isoformas ligadas a la matriz extracelular podrian ser liberadas en una forma
difusible por heparina, las cuales se desplazan de su unidn a heparina como fragmentos,



o por la division de plasmina en el COOH terminal, la cual genera un fragmento
bioactivo consistiendo de los primeros 110 aminoécidos del NH2- terminal (Houck et
al., 1992). Dando un papel importante a la activacion del plasminégeno durante €l
proceso fisioldgico y patoldgico de la angiogénesis (Pepper, 2001 revisado en Ferrara
2004).

Los efectos biolégicos de VEGF son casi exclusivamente mediados via dos sitios de
union de alta afinidad perteneciendo a la familia del receptor tirosincinasa, Fltl o
VEGFR-1y FIk o VEGFR-2 (Ferrara and Davis, 1997), a pesar de que VEGFR-2 o
KDF tiene menor afinidad para VEGF que Flt1, ya que El VEGF se une a Flt1 con una
constante de disociacion (Kd) de 10-20 pM por lo que se le considera que el factor tiene
una ata afinidad para este receptor (Vries et a., 1992), mientras que € VEGFR-1 o
KDR tiene menor afinidad con una Kd de 75-125 pM (Terman et al., 1992). Estos
receptores contienen una region extracelular con siete inmunoglobulinas, también con
una sola region transmembranal y un dominio tirosina cinasa (Revisado en Kaczmarek
et a., 2005). Un miembro de la misma familia de receptores es VEGFR-3 (Flt-4)
(Pajusola et a., 1992), & cual, sin embargo, no es un receptor para VEGF, pero en su
lugar une VEGF Cy VEGF D (Karkkainen et al., 2002; revisado en Ferrara 2004).
Células endoteliales cultivadas expresan de 3000-60000 receptores KDR/célulay 500-
3000 receptores Fltl/célula (Bikfalvi et a., 1991; Myoken et al., 1991; Olander €t al.,
1991). Recientemente, e ligando de reconocimiento de Flt1 fue localizado en €
segundo dominio tipo inmunoglobulina. Algunos experimentos en los que se suprime €l
segundo dominio de Fltl reportan inhibicion en la unién de VEGF a este receptor,
mientras que al introducir el segundo dominio del KDR en el Flt1 mutante se restaurala
unién de VEGF (Ferrara, 2001).

La regulacion de la expresion del gen VEGF ocurre via diferentes mecanismos,
incluyendo hipoxia, factores de crecimiento y citocinas (Ferrara 2000). La sefid
hipéxica es mediada via factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1), un heterodimero que
consiste de una subunidad beta (HIF-1p), un oxigeno y una subunidad alfa (HIF-1alfa).
La HIF-1a es usuamente inestable en presencia de oxigeno y sujeto a ubiquinacion
dependiente de oxigeno y degradacion proteasomal, mientras que durante los estados de
hipoxia, HIF-1alfa es estable (Semenza, 2001). El dimero HIF-1 se une a elemento de
respuesta de hipoxia (HRE) dentro del promotor de VEGF y conduce a la transcripcion



de VEGF (Shweiki et al., 1992). Otro factor de transcripcion HIF-2afa, también se
acumula durante la hipoxiay se une ala subunidad beta para formar un complejo HIF-1,
activando los HREs, conduciendo a una transcripcion de VEGF (Stein et al., 1995;
Semenzaet a., 1997).

La actividad de permeabilidad vascular fue registrada por primeravesin vivo en la piel
de cerdo guinea, donde la administracion de VEGF/VPF causo hiperpermeabilidad en
los vasos sanguineos (Connolly et al., 1989). El mecanismo fundamental posible de la
permeabilidad inducida por VEGF esta basado en la rapida fenestracion, las cuales
fueron observadas en e endotelio de pequefios vasos sanguineos de roedores después
del tratamiento con VEGF 165 (Roberts and Palade 1995). Otros efectos mediados por
VEGF incluyen € efecto regulador de células sanguineas, estimulacion de la molécula
de adhesiéon celular vascular-1 (VCMA-1) y la molécula de adhesién intercelular-1
(ICMA-1) en células endoteliales, regulacion de diferenciacion del hemangioblasto e
induccion de vasodilatacion in vitro (Ferrara, 1993; Ferrara and Davis, 1997; Ferrara,
2004).



3.1. Hipotesis

La expresion de VEGF en células de la granulosa de foliculos sanos es mayor que en

folicul os atrésicos.

3.2. Objetivo General

Conocer la expresion de VEGF en foliculos sanos, con atresia inicial y con atresia
avanzada.

3.3. Objetivos Especificos

Inducir atresia por la aplicacion de LFE aun grupo de ovejas en el dia 3 del ciclo estral.

Evauar la expresion de VEGF en las células de la granulosa de foliculos sanos, con

atresiainicia y con atresia avanzada mayores de 3 mm.

Conocer s € tratamiento con LFE, tiene efecto sobre la expresion de VEGF en las

célulasdelagranulosa defoliculos de oveja.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mecanismo de seleccion de los foliculos que son rescatados de la atresia y
sobreviven para quedar como dominantes alin no es del todo claro (Murdoch, 1992).
Se sabe que €l desarrollo de un foliculo depende de la presencia o ausencia de factores
de sobrevivencia que promuevan €l crecimiento folicular y también protgjan a las
células de apoptosis. Entre estos factores de crecimiento producidos dentro del ovario
destacan IGF (Monget et a., 2002) y VEGF (Mattioli et al., 2000; Greenaway et al.,
2004), asi como estradiol y las gonadotropinas LH y FSH. En ausencia de estos factores
de sobrevivencia, el mecanismo de apoptosis enddgena del foliculo es activado y se
produce atresia. En los ultimos afios, ha resultado de gran interés la participacion que
tiene e factor de crecimiento endotelio vascular en € desarrollo y atresia de los
foliculos, este factor junto con las gonadotropinas y otros factores de crecimiento
favorece la creacion y e mantenimiento de la vasculatura, lo cual garantizala afluencia
de hormonas, nutrientesy oxigeno a losfoliculos (Ferrara, 2004). Alon et a., (1995) y
Bemjamin et al., (1999) han reportado la participacion de VEGF como un factor
angiogénico, protector de células endoteliales en e humano gque favorece la expresion
de proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Al (Gerber et a., 1998). Recientemente,
Greenaway et al., (2004) han atribuido a VEGF un papel citoprotector en células no
endoteliales, como las de la granulosa de los foliculos ovaricos de bovino. La co-
expresion de VEGF y FIk-1/KDR en células de la granulosa de ovarios de bovino las

protege contralamuerte por apoptosis y laatresiafolicular.

El tratamiento de cerdas prepuberes con eCG condujo a un aumento en desarrollo
folicular y las concentracion de VEGF en liquido folicular asi como del mRNA de este
factor en células de la granulosa (Barboni y et al., 2000), lo cua sugiere que muy
probablemente VEGF y FSH pueden tener una accion sinérgica en e desarrollo del
foliculo y en la seleccion de aquellos que ovularan o bien que FSH sea indispensable
para la correcta expresion de VEGF. Lo anterior nos llevd a preguntarnos s existe
variacion en la expresion de VEGF en células de la granulosa de foliculos sanos, con
atresia moderada y con atresia avanzada y, s la disminucion en la concentracion
sanguinea de FSH por € tratamiento con una fuente exdgena de inhibina provoca

atresiade losfoliculos y por ende ladisminuciéon en la expresion de VEGF?






4. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se reaizd en las siguientes instalaciones. Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolasy Pecuarias (INIFAP) “Las Margaritas’ Teziutlan
Puebla, Laboratorio Bioquimica de la Reproduccion de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Xochimilco (UAM-X), Laboratorio de Reproduccion de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), UNAM vy Laboratorio de Patologia del
Instituto Nacional de Pediatria (INP).

4.1. Preparacion del liquido folicular equino.

El liquido folicular (LFE) se colectdé de ovarios de yeguas sacrificadas en € rastro
municipal de Nezahualcoyotl, “La Aurora’. Después del sacrificio los ovarios se
transportaron sobre hielo al laboratorio bioquimica de lareproduccion de laUAM-X, en
donde se succiono con jeringa estéril el liquido de los foliculos visibles de cada ovario.
Se trabgjé el nimero de ovarios necesarios para obtener un volumen de 120 ml de
liquido folicular. El liquido se procesd paraeliminarle las hormonas esteroides, por €l
método descrito por Hernandez et al., (1997), en donde e LFE se centrifugd a 12000 g
durante 20 minutos a4 °C, con el objetivo de separar detritusy se le agregaron 10mg/ml
de carbon activado y 0.1 mg/ml de dextran, agitandolo por 1 hora, minimo a4 °C (este
procedimiento se realizd 4 veces consecutivas), el LFE sefiltrd y se le adicionaron 100
Ul de penicilina G/ml para finamente aplicarlo.

4.2. Disefio experimental

Veintiun ovejas de laraza Pelibuey fueron sincronizadas mediante la insercion de una
esponja intravaginal impregnada con 45 mg de acetato de fluorogestona (Chronogest,
intervet México). Se dividieron los animales aleatoriamente en tres grupos con 7
animales cada uno: los animales del  grupo Estro, se ovariectomizaron €l dia ddl estro;
los del grupo dia 4 del estro sin tratamiento (grupo S/'T) y los del grupo tratado con 3
dosis de LFE (grupo LFE) de 3 ml cada una via intramuscular el dia 3 del ciclo, se

ovariectomizaron €l dia4 del ciclo estral.



El dia5 de laaplicacién de las esponjas, alas ovejas del grupo S/T y las del grupo
LFE selesinyectd 2.5 mg de prostaglandinas PGF,, por animal viaintramuscular y las
esponjas intravaginales se retiraron el dia 6 del tratamiento, se verifico la presencia del
estro 5 veces a dia utilizando un macho con pene desviado. Al grupo estro se le inyect
la misma dosis de prostaglandinas PGF,, que alos grupos S/'T y LFE en €l dia 9, para
retirar las esponjas intravaginales el dia 10, esperando €l estro alas 48 horas.

Los ovarios se recuperaron via quirdrgica bajo anestesia disociativa, 0.01 ml de
hidrocloruro de xilazinalkg de peso corpora via intramuscular (Rompum, Bayer
Meéxico) y 0.02 ml ketaminalkg de peso corporal via intravenosa (Ketavet 1000,

Revetmex México).

Los ovarios recuperados se identificaron con e nimero de anima y e grupo de
pertenencia. Se realizd un esquema con la localizacion y el tamafio de los foliculos
observados en la superficie ovarica para usarlo como guia en el andlisis histologico de

cada ovario.

4.3. Procesamiento de la muestra

Inmediatamente que se recuperaron los ovarios, se fijaron en formaldehido al 10% a
temperatura ambiente. Después de 72-96 horas de fijacion, los ovarios se colocaron
dentro de cassettes histolégicos para realizar la deshidratacion del tejido, utilizando
agua destilada, alcohol 50%, alcohol a 80% (una sola vez), acohol a 96%, alcohol

absoluto, xilol (2 veces) y finamente incluirlos en blogues de parafina.

El corte de los blogues de parafina se realizd en un microtomo con un grosor de 2
micras, dichos cortes se montaron en laminillas cubiertas con poli-l-lising,
identificandolas con el nUmero de ovejay ovario correspondientes. En la parte superior
de lalaminilla se coloco el corte histologico de ovario procesado y en la parte inferior
se coloco e corte histolégico que funciondé como testigo (pulmon bovino). Las
laminillas se colocaron en una canastilla de acero inoxidable 6 de polipropileno de alta
densidad y se introdujeron en la estufa a 60 °C por un tiempo minimo de 30 minutos
hasta 24 horas, para fundir la parafina. De cada ovario se tomd un corte para realizar
una tincion con Hematoxilina-Eosina (HyE) para identificar a foliculo de mayor



tamafio (5 mm o més) y los foliculos que le seguian en tamafio (3-5 mm), asi como
pararealizar la evaluacion morfologica de atresia. Se realizaron 10 cortes secuenciales

de cada bloque, en los cortes 1y 5 se realizd lainmunohistoquimica paraVEGF.

4.4. Clasificacion folicular morfoldgica

Los foliculos de cada ovario se clasificaron como grandes (mayores a 5 mm) y
pequefios (3-5 mm) y por su condicion morfoldgica, de acuerdo a nimero e integridad
de las capas de granulosa, en : 1) foliculos sanos, con capa multilaminar de células de
granulosa intacta y bien organizada; 2) foliculos atrésicos tempranos, la capa de las
células de granulosa es completamente delgada 'y en algunos casos |lega a estar parcial o
completamente separada de la membrana basamental, 3) y foliculos atrésicos
avanzados, con una capa de células de granulosa desorganizada hasta perder por

completo la capa de células de granulosa (Y ang 2000).

4.5. Inmunohistoquimica

Se evalud la expresion del Factor de Crecimiento Endotelio Vascular en células de
granulosa de foliculos pequefios y grandes, sanos, con atresia temprana y con atresia
avanzada por Inmunohistoquimica (IHQ) utilizando un anticuerpo anti-VEGF
policlonal de congjo (Symed, No. cat. 18-0254), contra VEGF humano.

Las laminillas con € tejido se desparafinaron a 60 °C por 30 minutos, se hidrataron e
inmediatamente se introdujeron en un vaso de copplin con 7 ml de buffer de citrato pH
6.5 (Bio SB 20X immuno/DNA retreiver No. cat. BSB 0021) y agua destilada para
realizar el desenmascaramiento del antigeno que se realizé a presion y temperatura
constante (potencia 100 durante 5 minutos), empleando para ello una olla de presién
para microondas, después de este procedimiento, las laminillas se dejaron enfriar, se
eliminé e buffer de citrato pH 6.5; lavandolas con agua destilada por 3 veces, se
bafiaron en peroxido de hidrégeno a 0.9 % (para bloquear la peroxidasa endogena),
durante 4 minutos, finalmente se lavaron con agua destilada 3 veces consecutivas para
ser montadas en un sistema de capilaridad para Inmunohistoquimica (Shandon
coverplates No. cat 72110017) con PBS (0.13 M) durante 4 minutos. Se agregaron 100

ul de albumina sérica bovina (SigmaNo. cat 1331a) por 5 minutos para bloquear sitios



de unién inespecificos y posteriormente se agregaron 100 ul de anticuerpo primario
(anti-VEGF), desarrollado para humano por 45 minutos, se lavd con PBS por 4 minutos
y se agregod un anticuerpo secundario biotinilado (Biogenex, No. cat. 94583, contra la
region Fc de la inmunoglobulina de cuatro especies (raton, congjo, cabra y hamster)
desarrollado en cabra) por 30 minutos; se lavo nuevamente con PBS'y se agregaron 100
ul del complejo HRP (estreptavidina-peroxidasa) durante 30 minutos (Biogenex No. cat
945883). Nuevamente se lavo con PBS 'y se procedio a revelar lalaminilla con 100 pl
de diamino-benzidina (Bio SB No. cat BSB 0017), observando la laminilla al

microscopio de luz a40X.

4.6. Conteo de células positivas a VEGF

Del tota de foliculos presentes en cada laminilla, se evalud la reaccion a VEGF por la
técnicade inmunohistoquimicaen é o losfoliculos grandesy tresfoliculos peguefios.

En cada foliculo seleccionado, se evalud la expresion de VEGF en 400 células de la
granulosa dentro de cuatro campos Opticos a 40X cada uno (100 en cada campo),
tomando como referencia los cuatro puntos cardinales (norte, sur, este y oeste) en
direccion alas manecillas del reloj. Unavez contado |os cuatro campos por cada replica
(dos replicas por bloque) se calcul6 € promedio de células positivas y éste fue tomado

como el nimero de células positivas a VEGF por foliculo.

4.7. Intensidad en la expresién de VEGF

La intensidad de tincion que mostraron las células de la granulosa positivas a VEGF,

fue calificada como baja, mediay alta paracadafoliculo.

4.8. Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias estadisticas se realizaron, un andlisis de varianza para
los grados de atresia, tamario folicular y expresion de VEGF y un andlisis de regresion

ordinal paralos grados atresia, tamafio folicular e intensidad de tincion de VEGF.



5. RESULTADOS

5.1. Respuesta al tratamiento de sincronizacién

De las 21 ovejas sometidas a sincronizacion, 16 mostraron estro, quedando distribuidas
de la siguiente manera: 6 ovejas en € grupo estro, 4ene grupo STy 3en € grupo
LFE.

5.2. Clasificacion folicular por condicion morfologica

En la figura 1, se presentan imégenes caracteristicas de foliculos ovaricos de ovino

clasificados como sanos (a), con atresia temprana (b) y atresia avanzada (c).

El andlisis de regresién ordina encontré diferencia estadisticamente significativa
(P<0.001) entre la condicion morfoldgica de los foliculos del grupo S/'T y e LFE;
notandose un efecto muy claro del tratamiento con liquido folicular sobre la distribucion
de los foliculos con respecto a su condicion morfoldgica; en e grupo S/T, € 64% de los
foliculos son sanos 'y € 36% atrésicosy en € grupo LFE, € 2.85% de los foliculos son
sanosy € 97.15% atrésicos. Al comparar el grupo estro con € grupo S/IT, también se
encontraron diferencias (P=0.04). En e grupo estro, el 42% de los foliculos fueron

sanosy el 58% atrésicos vs 64% sanos'y 36% atrésicos del grupo S/T (Cuadro 1).

5.3. Clasificacion folicular por tamario y condicién morfoldgica

Se encontrd interaccion del tratamiento con €l tamafio y € grado de atresia en grupo
tratado con LFE, ya que en este grupo, no se encontraron foliculos mayores a 5 mm
sanos (Cuadro 2). En € grupo estro, de la poblacién total de foliculos mayores a5 mm,
el 85.71% son sanos y €l 14.29% presenta atresia avanzada, en foliculos menores a 5
mm el 29.17% son sanos, € 41.66% presenta atresia temprana y el 29.17% atresia
avanzada; en € grupo S/T, en foliculos mayoresa 5 mm, e  80% son sanosy € 20%
presentan atresia temprana, en foliculos menores a5 mm el 58.82% son sanos, € 23.53
presentan atresia temprana y e 17.65% atresia avanzada y en € grupo LFE, en los

foliculos mayores a 5mm, no hubo foliculos sanos, € 14.29% presenta atresia temprana



y € 85.71% atresia avanzada, en foliculos menores a 5 mm e 3.57% son sanos, €l

32.14% presenta atresiatempranay €l 64.29% atresia avanzada.

5.4. Expresion de VEGF en célulasdela granulosa

No hubo efecto del tratamiento sobre la expresion de VEGF (P> 0.05) en las cdlulas de
la granulosa, en € grupo estro (79.12+26.87), grupo S/T (91.47+16.88) y grupo LFE
(94.69+11.76), (Figura?2).

5.5. Intensidad de inmunotincion de VEGF por Tratamiento

Ademas del porcentagje de células positivas, se realizé una clasificacion de acuerdo a la

intensidad de lamarca para VEGF en células de la granul osa de | os tres grupos.

Laaplicacion de liquido folicular tuvo efecto sobre laintensidad de VEGF en células de
la granulosa de foliculos recuperados en los grupos S/'T y LFE, € andlisis de regresion
ordinal encontré diferencia estadistica significativa (P<0.001) entre estos grupos. En €l
cuadro 3, se puede observar que en e grupo S/T, la mayor proporcion de foliculos
presentaron una intensidad media (50%), mientras que en el grupo LFE, el 80% de los
foliculos presentaron intensidad baja. Al comparar los grupos Estro y S/T, no se
encontré diferencia estadistica significativa (P=0.07) en la intensidad de VEGF; en €
grupo Estro, e 52% de los foliculos presentd intensidad media (Figura 3).

5.6. Intensidad de inmunotincion para VEGF en foliculos sanosy atrésicos

Se encontrd un efecto del grado de atresia del foliculo sobre la intensidad de la marca
para VEGF. El andlisis de regresion ordinal revelé que existe diferencia estadistica
significativa (P=0.02) entre foliculos sanos y con atresia temprana con respecto a la
intensidad de VEGF. En los foliculos sanos, la mayoria present6 una intensidad media
(64%) y en foliculos con atresia temprana, € mayor porcentaje de éstos presentaron
intensidad baja (60%). Al comparar la intensidad de VEGF de los foliculos sanos
contra foliculos con atresia avanzada encontramos una diferencia estadistica altamente
significativa (P<0.001) De los foliculos con atresia avanzada, € 71% mostré una
intensidad baja.



Cuando se comparo la intensidad de la tincion a VEGF entre los grupos tratados con
LFE y sin tratamiento del dia 4, se encontré una diferencia atamente significativa
(P<0.001) (Cuadro 4).



6. DISCUSION

Este estudio demostrd que existe expresion de VEGF tanto en foliculos sanos como en
foliculos con atresiainicial 0 avanzada. Sin embargo, la induccion de la atresia con una
fuente externa de inhibina redujo la intensidad de la expresion de VEGF en los

foliculos.

El tratamiento con LFE, una fuente de inhibinay por tanto inhibidor de FSH, no tuvo
efecto sobre € nimero de células de la granulosa que tuvieron expresion a VEGF. Sin
embargo, cuando se analizo la intensidad de la marca que tuvieron las células positivas
a esta proteina, se encontré un efecto negativo significativo de la aplicaciéon de LFE, de
manera que en los foliculos de las hembras del grupo LFE, el 80% presentaron una baja
intensidad de la marca a VEGF, mientras que en €l grupo ST, € 50% de los foliculos
presentaron intensidad media, lo cua probamente significa que €l tratamiento con una
fuente rica en inhibina puede afectar la cantidad de proteina VEGF que cada célula de
la granulosa produce. En estudios similares Guzmén et al., (2006) reportaron que no
existe diferencia en la expresion de VEGF en células de la granulosa entre € tipo
foliculos (dominantes vs subordinados) del dia 4 del ciclo estral de bovino. Con los
resultados obtenidos podemos sugerir que la cantidad de proteina que pueden producir
las células de la granulosa de folicul os sanos y atrésicos se ve afectada por lainhibinaal

suprimir los niveles de FSH.

Laintensidad de VEGF en células de la granulosa se vio afectada por el grado de atresia
de los foliculos. En los foliculos sanos, la mayoria present6 intensidad media (64%),
en foliculos con atresia temprana, €l mayor porcentaje de éstos presentaron intensidad
baja (60%) y € 71% de los foliculos con atresia avanzada también mostraron
intensidad baja. Un estudio reciente demostré que VEGF inhibe la apoptosis en células
de la granulosa via €l receptor VEGFR2 (Greenaway et a., 2004). Una reduccion en la
tasa de produccién de VEGF podria conducir ala atresia. Uno de los signos tempranos
de laatresia folicular es una reduccion en la sintesis de DNA en las células endoteliales
acompaiiado de una disminucion de la vascularidad del foliculo (Greenwald, 1989). Los
foliculos con atresia inicial regeneran cuando son cultivados in vitro y reciben los
nutrientes necesarios, 1o que sugiere que el foliculo se vuelve atrésico debido a la
pérdida de vascularidad, que limita el acceso a los nutrientes, sustratos y hormonas



troficas necesario para € metabolismo de las células foliculares (Moor and Seamark,
1986). Al respecto, Shimizu et al., (2003), reportaron que el incremento en la densidad

vascular alrededor del foliculo preantral contribuye alainhibicién de la atresia.

Shimizu et a., (2002) reportaron que la expresion de VEGF 120 y VEGF 164 se
incrementaron en células de la granulosa de foliculos de cerdas tratadas con eCG. Este
misSmo autor y su grupo, en un trabajo mas reciente (Shimizu et al., 2007) encontraron
gue las células de la granulosa expresan VEGF120 6 VEGF164, dependiendo de la
concentracion de FSH que se adicione a medio de cultivo. Cuando agregaron
concentraciones bajas de FSH (1ng/ml), se estimulé e mRNA de VEGF 164 mientras
gue laexpresion de MRNA de VEGF 120 sblo fue inducida por atas concentraciones de
FSH (10ng/ml). Asi mismo, €l estradiol también favorecio la expresion de VEGF120,
pero no VEGF164. Los resultados de estos autores indican que FSH y estradiol alteran
la expresion de VEGF. Es probable entonces que cada isoforma de VEGF participe
de manera diferente en el desarrollo folicular y que justamente sea el nivel de FSH en
las diferentes etapas del ciclo estral, la que determine que isoforma se debe sintetizar, o
bien, que seala capacidad de cada foliculo para interactuar con esta gonadotropina la
que favorezca la expresion de las distintas isoformas de VEGF. Aunque € anticuerpo
gue se usO en este estudio, no diferencia entre las isoformas de VEGF, probablemente
en nuestros resultados, la disminucion ocasionada en la concentracion de FSH por la
aplicacion de LFE permitié la expresion de la isoforma 164, mientras que los foliculos
de los animales no tratados tal vez expresaron VEGF120, de ali que no hayamos
encontrado diferencia en la expresion de VEGF. Lo anterior seria cierto solo hasta antes
de quelas célulasdel foliculo que esta presentando la atresia no lleguen a punto de “no
retorno” durante e proceso de muerte celular. Ahora bien, la diferencia que
encontramos en laintensidad de la marca para VEGF entre los animales del grupo S/IT y
el grupo LFE, reflgjan que como en los foliculos de los animales tratados con LFE, la
gran mayoria tuvo una intensidad baja de la tincion para VEGF, seguramente muchas

células en estos folicul os ya estaban metabolitamente inactivos.

En un trabgjo realizado por nuestro grupo de investigacion, se encontré que durante el
inicio de la atresia en foliculos pequefios (3-6 mm) hubo méas abundancia relativa de
VEGF120, mientras que en foliculos grandes (>6 mm) las isoformas mas abundantes
fueron VEGF164 y VEGF188 (Alonso-Pozos et al., 2006).



La apoptosis representa el principal tipo de muerte dentro de la atresia folicular, como
se reviso antes, la apoptosis es un proceso activo, que echa a andar la expresion de
mol éculas importantes para tratar de rescatar a la célula de este destino o bien estados
mé&s avanzados, para su propia gecucion. La expresion de VEGF en las células del
foliculo puede ser un intento de lucha y tratar de regresar a foliculo a su
funcionamiento normal, sin embargo cuando no lo logra termina en un proceso

degenerativo y progresivo hasta que se eliminan todos los restos del foliculo.

La condicion morfolégica que se encontrd en los foliculos del grupo tratado con LFE
seguramente responde a los efectos que €l tratamiento tuvo sobre los niveles de FSH.
Como se sabe, FSH es un factor de proliferacion y sobrevivencia celular que favorecen
el crecimiento del foliculo en desarrollo (Mcgee and Hsueh, 2000). Estas evidencias
surgen puesto que la hipofisectomia en ratas, resultd en apoptosis y atresia de los
foliculos en desarrollo (Nahum et al., 1996). De la misma forma, € tratamiento con
FSH afoliculos antrales tempranos en cultivo evitd laatresiay la apoptosis folicular. In
vivo la administracion de FSH cambia € balance entre foliculos sanos y atrésicos, al
evitar o retrasar la atresia (Jablonka-Shariff et al., 1996).

Uno de los factores de crecimiento mas importantes que juega un papel fundamental en
el proceso de angiogénesis a nivel folicular es e VEGF (revisado en Hunter et al.,
2004).

Algunos estudios sugieren que la expresion de VEGF, es regulada por gonadotropinas
y esteroides (Chistenson and Stouffer, 1997; Hazzard et a., 1999). En la mujer, €
mensajero de VEGF es regulado ala ataen las células de la granulosa por la aplicacion
de hCG, FSH recombinante humanay prostaglandinas E2 de manera dosis dependiente
(Laitinen et al., 1997). LaLH y el factor de crecimiento insulinoide 1GF-1, estimulan la
expresion de VEGF en cultivos de células de la granulosa de bovinos (Schams et al.,
2001) y en primates (Martinez-Chegquer et a., 2003), también de manera dosis
dependiente. En cerdas, la administracion de eCG aumenta la expresion del mRNA para
VEGF en células de la granulosa, de los receptores VEGF-1 y VEGF-2 en teca
(Shimizu et al., 2002) y de los niveles de VEGF en liquido folicular, pero no del nivel
del MRNA de VEGF en lateca (Barboni et al., 2000). En cerdas prepuberes tratadas con



eCG, condujo a aumento progresivo en €l promedio del didmetro folicular, aumentando
en forma paralela las concentraciones de VEGF en & liquido folicular y su mRNA en
células de la granulosa (Barboni y col., 2000), lo cual sugiere que muy probablemente
VEGF y FSH deben tener una accion sinérgica en el desarrollo y seleccién del foliculo
que va aovular o bien que FSH sea indispensable para la correcta expresiéon de VEGF.
En general se reconoce que e desarrollo folicular depende de la angiogénesis (Koos,
1989), mientras que la atresia folicular se asocia con frecuencia a la disminucion en la
vascularizacion. La angiogénesis es evidente durante el estado pre antral tardio, durante
la adquisicion de lateca (Suzuki et a., 1998). En €l foliculo antral tardio se establece la
red vascular interna, en donde los capilares se dividen para formar una red rica de
capilares semejante a una canasta. El establecimiento de la red capilar interna, coincide
con €l periodo de rgpido crecimiento y diferenciacion del foliculo (Jiang et al., 2002;
Neeman et al., 1997). Estos vasos sanguineos recién formados aseguran un incremento
en el suministro de gonadotropinas, factores de crecimiento, oxigeno, precursores de
esteroides, asi como de otras sustancias para el crecimiento folicular (Zeleznik et al.,
1981). Esto sugiere que la entrada de gonadotropinas periféricas a través de un sistema
vascular altamente desarrollado en el foliculo, juega un papel importante en la seleccion
y crecimiento del foliculo dominante (Wulff et al., 2002). Por lo tanto, la ausencia o
disminucion de gonadotropinas limita la formacién de la red capilar y como

consecuencia causa atresiafolicular.

Los resultados del presente estudio indican que la aplicacién LFE es un importante
inductor de atresia folicular en ovejas, ya que de acuerdo a la evaluacion morfoldgica,
en este estudio se encontrd que e 97% de los foliculos recuperados de los animales
tratados fueron atrésicos, en tanto que para e grupo S/T sdlo e 36%. En estudios
previos, también en ovejas la aplicacion de liquido folicular bovino en intervalos de 12
horas indujo |a muerte de las células de la granulosa (apoptosis), antes de apreciar una
disminucion en la capacidad de las células de granulosa para responder a
gonadotropinas o para sintetizar 17p-estradiol (Jolly et al., 1996).

El liquido folicular es unafuente ricaen inhibina (Roser et al., 1994). Algunos autores
han encontrado que la aplicacién de liguido folicular equino libre de esteroides en

oveglas (Hernandez et a., 1997) y liquido folicular bovino (LFb) en animales de la



misma especie (Bleach et a., 2001) provocaron la disminucion significativa de los

niveles de FSH circulante.

En otros estudios, la aplicacion de inhibina evitd la secrecion de FSH a nivel
hipofisario (McNelly, 1984;Baird et a., 1986), ocasionando la supresion del
crecimiento folicular y de la producciéon de estradiol (Wallace y McNelly, 1986;
McLeod y McNelly, 1987; Hunter €l al., 1988).

En este experimento pudimos constatar que la aplicacion de LFE en ovejas tuvo un
efecto negativo sobre el desarrollo folicular, lo que confirma la ata homologia que tiene

lainhibina en diferentes especies.

Como se sabe, la inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica cualitativa y tiene como
fundamento e uso de reactivos basados en anticuerpos para localizar epitopes(os)
especificos en secciones de tgido. Los marcadores utilizados (epitopes
presentes/ausentes) en IHQ como antigenos pueden ser visualizados por medio de
anticuerpos especificos, estos anticuerpos una vez unidos a su receptor en e tejido son
identificados por medios colorimétricos y/o enziméticos; la reaccién quimica generada
puede ser citoplasmética, nuclear o en la superficie de las células (membrana), esta
reaccion quimica reflgja la expresion de la proteina o epitope, por lo tanto a mayor

intensidad de lamarca del anticuerpo mayor expresion de la proteina (VEGF).



7. CONCLUSIONES

1. El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) se expresa en células de

granulosa de foliculos antrales de ovejas sanos y atrésicos mayores de 3 mm

2. El tratamiento con 3 dosis de LFE en 24 horas, provoco la atresia de la mayoria

delos foliculos recuperados el dia4 del ciclo estral de las ovejas.

3. Laexpresion de VEGF en las células de la granulosa de foliculos recuperados
el dia 4 del ciclo estral, no se modifico por la aplicacion de LFE ni por el

tamanoy € grado de atresia delosfoliculos.

4. El tratamiento con LFE no modificd el porcentaje de células positivas a VEGF
aunque si disminuy6 laintensidad de la marca.

5. De acuerdo a los resultados, se rechaza la hipdtesis ya que no se encontrd
diferencia en la expresion de VEGF entre foliculos sanos, con atresia inicial y
con atresia avanzada.
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APENDICESY ANEXOS

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de foliculos sanos y atrésicos. Fotografias
campo 40X de cortes histolégicos de foliculos teflidos en HyE: 1) foliculo sano con
capa multilaminar de células de granulosa intacta y bien organizada, 2) foliculo con
atresia temprana, muestran un escaso desprendimiento de la capa de células de la
granulosa, y 3) foliculo con atresia avanzada, con una capa de células de granulosa

desorganizada, |legando a perder por completo las capas de células de granul osa.

CG: Célulasdela Granulosa, CT: CélulasdelaTeca



Cuadro 1. Porcentgje de folicul os clasificados como sanos y atrésicos por tratamiento.

Tratamiento Foliculos Sanos Foliculos Atrésicos
(%) (%)
GRUPO ESTRO 13 (42) 18 (58)
GRUPO ST 14 (64%) 8 (36)
GRUPO LFE 1 (2.85%) 34 (97.15)

Entrelosgrupos 1y 2: P=0.04; y entrelos grupos 2 y 3: P<0.001




Cuadro 2. Numero y porcentaje de foliculos menores y mayores a 5 mm clasificados

Como sanos, ligeramente atrésicos o atrésicos avanzados.

FoliculosMayoresa5 mm

FoliculosMenoresa5 mm

Sano Atresia Atresia Sano Atresia Atresia
Tratamiento (%) Temprana | Avanzada (%) Temprana | Avanzada
(%) (%) (%) (%)
6(85.71 0(0 1(14.29 7(29.17 10 (41.66 7(29.17
cruroesrro | 8@ ©) (1429) | 7(29.17) | 10(a166) | 7(2917)
(n=10)
4(80 1(20 0(0 10 (58.82 4(23.53 3(17.65
SRUPO ST (80) (20) © (5882) | 4(2353) | 3(17.65)
(n=6)
0(0 1(14.29 6(85.71 1(3.57 9(34.14 18 (64.29
CRUPO LFE © (1429) [ 6(8571) | 1357 | 9(3414) [ 18(6429)

(n=11)




Figura 2. Porcentaje de células de la granulosa positivas a VEGF en foliculos de

diferentes tratamientos.
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Cuadro 3. Porcentgje de foliculos con diferente marca de inmunotincién a VEGF en

diferentes grupos.

Tratamiento
Intensidad ESTRO ST LFE
(%) (%) (%)
1 39 23 80
2 52 50 17
3 9 27 3

Entre los grupos 1y 2: P=0.07; y entre los grupos 2 y 3: P<0.001. Intensidad 1= baja;
Intensidad 2= media e Intensidad 3=alta




Figura 3. Fotografias campo 40X de células de la granulosa de ovino positivas a la
prueba de inmunohistoquimica para VEGF con diferente marca de intensidad: A)
control positivo (placenta de bovino), B) intensidad baja; C) intensidad media y D)
intensidad alta.

CG: CélulasdelaGranulosa; CT: CélulasdelaTeca



Cuadro 4. Numero de foliculos sanos, inicialmente atrésicos y atrésicos avanzados con

diferente marca de inmunotincion aVEGF.

Condicion Morfoldgica
Tratamiento Sano Atresia Atresia
Temprana Avanzada
Intensidad Intensidad Intensidad
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Grupo ESTRO
1 0 0 8 2 0 19 4 1
Grupo ST
2 9 3 2 2 1 1 0 2
GrupoLFE
3 9 1 5 3 2 5 3 0

Entre los grupos 1y 2: P=0.07; y entre los grupos 2 y 3: P<0.001. Entre foliculos sanos
y con atresiatemprana: P=0.02; y entre foliculos sanos y con atresia avanzada: P<0.001.
Intensidad 1= baja; Intensidad 2= media e Intensidad 3=alta



FUENTE DE INHIBINA
(Hernandez et al., 1997)

Recuperacion de liquido folicular equino para obtener una fuenterica en inhibina:

1. Recuperar liguido folicular equino y conservarlo en refrigeracion hasta que se
tenga la cantidad suficiente.

2. Centrifugarlo a 12000 g durante 20 minutos a 4 °C, con €l objetivo de separa
detritus

3. Agregar 10mg/ml de carbon activado y 0.1 mg/ml de dextran, agitandolo por 1
hora, minimo a4 °C.

4. Centrifugarlo a 12000 g durante 20 minutos a4 °C.

5. Agregar 10mg/ml de carbén activado y 0.1 mg/ml de dextran, agitandolo por 1
hora, minimo a4 °C.

6. Centrifugarlo a 12000 g durante 20 minutos a4 °C.

7. Agregar 10mg/ml de carbon activado y 0.1 mg/ml de dextran, agitandolo por 1
hora, minimo a4 °C.

8. Centrifugarlo a 12000 g durante 20 minutos a4 °C.

9. Agregar 10mg/ml de carbon activado y 0.1 mg/ml de dextran, agitéandolo por 1
hora, minimo a4 °C.

10. Centrifugarlo a 12000 g durante 20 minutos a4 °C.

11. Filtrar € liquido folicular equino preparado con papel filtro No. 1

12. Adicionar 100 Ul de penicilina G/ml de liquido folicular equino

13. usar inmediatamente o congelar a-20°C hasta su uso.
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