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RESUMEN

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), es uno de los factores
mas activos en la produccion de nuevos vasos sanguineos en el ovario de los
mamiferos. Su expresion se ha identificada en células de la granulosa y teca
de foliculos en diferentes estadios de desarrollo, especialmente durante la
dominancia, mientras que en foliculos atrésicos su expresion disminuye. El gen
de VEGF, por corte y empalme, produce 12 distintas isoformas, de ellas,
VEGF120 y VEGF164 son las mas abundantes. VEGF actla a través de dos
receptores: VEGF-R1 y VEGF-R2, y por corte y empalme, pueden producir
formas solubles: sVEGF-R1 y sVEGF-R2. Existe poca informacion sobre la
participacion de las gonadotropinas y hormonas esteroides en la expresion de
VEGF. El objetivo del trabajo, fue demostrar que existen diferencias en la
expresion de dos isoformas de VEGF y tres de sus receptores (VEGF-R1,
VEGF-R2 y sVEGF-R1) entre foliculos dominantes (FD) del dia del estro,
foliculos dominantes del dia 6 y foliculos del dia 6 en atresia temprana. Se
extrajo RNA de 5 FD del dia del estro; 5 del dia 6 del ciclo y 5 mas del dia 6
cuyas vacas fueron tratadas el dia 5 del ciclo con liquido folicular libre de
esteroides (LF). La expresion de RNAm de VEGF-120, VEGF164, VEGF-R1,
VEGF-R2, sVEGF-R1 fue cuantificada por PCR-Tiempo Real. La expresion de
VEGF-120 no mostro diferencias entre tratamientos, mientras que la mayor
expresion de RNAm de VEGF-164 se encontré en los FD obtenidos de
animales tratados con LF. En cuanto a los receptores, llama la atencion que la
menor expresion de ambos receptores de membrana y la mayor expresion del
RNAmM de sVEGF-R1.

Palabras clave: VEGF, receptores de VEGF, foliculo dominante, bovino, liquido
folicular.



ABSTRACT

The Vascular EndothelialGrowth Factor (VEGF), itisoneofthemost active factors
in theproductionofnewbloodvesselsonthemamamlsovary. The expresion has
beenidentified in granulosa cellsand teca cellsoffollicles in
differentstagesofdevelopment, speciallyduringdominance, whereas in
theatreticfollicles, theexpressiondiminishes. The VEGFgene,
forsplicingalternative produces 12 differentisoform, ofthem, VEGF-120 and
VEGF-164 are themostabundant. VEGF actsthroughoftworeceptors: VEGF-R1
and VEGF-R2, forsplicingalternativethey can produce soluble forms: sVEGF-R1
andsVEGF-R2.

Thereislittleinformationontheinvolvementofgonadotropinsandsteroid hormones
in theexpressionof VEGF. Theaimofthisworkwastodemonstratethatthere are
differences in theexpressionoftwoisoformsof VEGF andthreeofitsreceptors
(VEGF-R1, VEGF-R2 and-R1 sVEGF) betweendominantfollicles (DF)
onthedayofestrus, dominantfolliclesoftheday 6anddominantfolliclesoftheday 6 in
early atresia. RNA wasextractedfrom 5 DFestrusday, 5 DF ofthedaycycle 6 and
5 DF over 6 dayswhichcowsweretreatedonday 5 ofthecyclewithsteroid-free
follicular fluid (FF). ThemRNAexpressionof VEGF-120, VEGF164, VEGF-R1,
VEGF-R2, sVEGF-R1 wasquantified by Real-Time PCR.Theexpressionof

VEGF-120 showed no differencebetweentreatments,
whileincreasedexpressionofVEGF-164 mRNAwasfound in
theDFobtainedfromanimalstreatedwith FF.As forthereceptors,

itisnoteworthythatthelowerexpressionofbothmembranereceptorsandincreasedex
pressionofmRNASVEGF-R1 occurred in theDF ofthedayofestrus.

Keywords: VEGF, VEGF receptors, dominantfollicle, cow, follicular fluid.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo folicular comprende el crecimiento de un grupo de foliculos.
McGee y Hsueh (2000) denominan a este proceso reclutamiento ciclico, en él,
los foliculos comienzan a crecer y escapan de la atresia debido a los
incrementos de la hormona foliculo estimulante (FSH), para alcanzar el estado
final de desarrollo folicular (Fortune, 1994) que permita su ovulacion (Bao y
Garverick, 1998). Es decir, la elevacion de FSH es la causante que permite a
los foliculos crecer (Lucy et al.,1992; Fortune, 1994). Lo que indica que el
crecimiento folicular depende de FSH. Posteriormente de que FSH ayuda a
crecer al grupo de foliculos, sus niveles decaen en el momento de la seleccion
(Ginther et al., 2001b).

De acuerdo a Adams (1999) la seleccion es un proceso donde se elije al futuro
foliculo dominante y el resto seran foliculos subordinados, lo que coincide con
la disminucion de FSH. Esta disminucion de FSH,obedece ala
retroalimentacion negativa que ejerce la inhibina contenida en el liquido
folicular del foliculo dominante sobre la liberacion hipofisiaria de FSH (Lee et
al., 1993; Garcia et al., 2001; Herndndez et al., 2004).

En un estudio realizado por Bleach et al. (2001) se aplico a un grupo de
novillas liquido folicular libre de esteroides y se encontré que los niveles de
FSH eran suprimidos y el crecimiento de los foliculos se detenia durante el
periodo de tratamiento. Por lo que la inhibina es la hormona responsable de

gue se inhiba FSH, asi como el crecimiento folicular.

Se ha observado que la angiogénesis, que consiste en la formacion de nuevos
vasos sanguineos, juega un papel fundamental. Durante el desarrollo folicular,
los foliculos seleccionados se caracterizan por poseer una red microvascular
mas abundante que los que no son elegidos (Ferrara et al., 2003). El aumento
en la vascularidad de los foliculos proporciona mejor suministro de nutrientes,
factores de crecimiento, gonadotropinas, precursores esteroides, etc.,

necesarios para el desarrollo del foliculo dominante, por lo que es clara la



importancia que tiene la vascularidad para el buen desarrollo del foliculo

dominante (Zimmerman et al., 2001).

Durante el desarrollo folicular se ha encontrado un factor de vascularidad que
ayuda al crecimiento de los foliculos. Kooset al. (1995) menciona que el Factor
de Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF) es capaz de inducir la angiogénesis
requerida para el desarrollo folicular. VEGF se ha detectado en las células de
la granulosa y de la teca de los foliculos, mientras que en los foliculos atrésicos
su expresion es reducida (Shimizu et al., 2007a). Con dichas evidencias, se ha
propuesto que VEGF es el agente responsable de que los foliculos comiencen

su desarrollo.

Para que VEGF cumpla con la funcion de vascularizacion debe estar unido a
sus receptores. Los receptores de VEGF son VEGF-R1 (Fit-1) y VEGF-R2
(FIk-1) (Shimizu et al., 2007a) y recientemente se ha descubierto una forma
soluble del receptor VEGF-R1 (sVEGF-R1)(Hornig y Weich, 1999). Se
demostré la expresibn de RNAm de los receptores de VEGF en cerdos
(Kaczmarek et al., 2007), bovinos (Berisha et al., 2000a), ovinos (Redmer et al.,
1996), humanos (Sugino et al., 2000) y ratas (Phillips et al., 1990), se ha
localizado en células de la teca (Wulff et al., 2001) y células de la granulosa
(Greenaway et al.,2004). Mientras que sVEGF-R1 es expresado por las células
endoteliales (Hornig y Weich, 1999).

La expresiéon de VEGF se relaciona con los niveles de la gonadotropina FSH.
En un estudio realizado por Shimizu et al. (2007), mencionan que FSH estimula
la expresion de VEGF (VEGF120 y VEGF164) en bovinos. VEGF también
puede asociarse con la caracterizacion del foliculo dominante durante el
desarrollo folicular del bovino relacionado con FSH (Zimmerman et al., 2001).
De acuerdo a lo anterior, nos propusimos demostrar que la aplicacion de
liquido folicular libre de esteroides, produce la disminucion en la expresion del
Factor de Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF) y sus receptores (VEGF-R1,
VEGF-R2 y sVEGF-R1) en foliculos dominantes de bovino.



[I. ANTECEDENTES

A. DESARROLLO FOLICULAR

i. Reclutamiento Inicial

Los ovarios de la gran mayoria de lashembras de los animales domésticos,
poseen al nacimiento una gran reserva de foliculos primordiales que no estan
en crecimiento, los cuales se forman durante la vida fetal (McGee y Hsueh,
2000). Un foliculo primordialconsiste en una ceélula germinal inmadura,
guiescente llamada ovocito, rodeado de una sola capa de células de la
pregranulosa (McGee y Hsueh, 2000). La transicion entre foliculos que no
estan en crecimiento y los que si lo estdn es un proceso gradual, el cual
comienza poco después de la formacion del foliculo primordial y continda
durante la vida reproductiva (Fortune et al. 1998).Los foliculos primordiales
constituyen la reserva ovarica, de los cuales en su momento algunos seran
reclutados para comenzar su desarrollo,proceso al cual se le conoce como
reclutamiento inicial.En la vaca, la formacién de los foliculos primordiales
ocurre aproximadamente en el dia 140 de la gestacion (Russe, 1983).El
reclutamiento inicialde los foliculos comienza inmediatamente después de su
insercion y continda ininterrumpidamente hasta su desaparicion del ovario, el
primer foliculo antral en la vaca puede ser identificado alrededor del dia 230 de

vida gestacional(Risse, 1983).

La activacion de los foliculos primordiales para entrar al reclutamiento inicial y
comenzar su crecimiento, requiere de eventos orquestados entre ovocito y
foliculo. El foliculo requiere la presencia del ligando Kit, también llamado Stem
Cell Factor (SCF) producido por las células de la granulosa, mientras que su
receptor (c-kit), es expresado en el ovocito, células estromales y células de la
teca(Parrott y Skinner 1999; Nilsson y Skinner 2001). La inhibicion de la
interaccidbn entre c-kit y SCF evita la transformacion de los foliculos
primordiales a primarios sin bloquear la formacion de los foliculos primordiales.
La activacion del sistema de tirosina cinasa de c-kit por SCF es un factor

importante en el crecimiento de los foliculos primordiales (McNatty et al.,1999).



De acuerdo con Braw-Tal (2002), la activacion del crecimiento folicular, puede
ser subdividido en dos fases distintas. En la primera fase, las células de la pre-
granulosa que tenian forma plana, se transforman a granulosas con forma
cuboidal. La segunda fase del crecimiento es dominada por la proliferacién de

las células de la granulosa y el crecimiento del ovocito (Braw-Tal, 2002).

Segun algunos investigadores (Picton et al., 1998; Fortune, 2003), la
regulacion del crecimiento del foliculo durante la primera fase, se basa en un
delicado balance entre sefales inhibitorias y estimuladoras producidas
localmente. Cuando se activan estas sefiales aun no conocidas, mdultiples
foliculos primordiales inician el crecimiento. En la segunda fase, el foliculo
activado comienza a funcionar como una unidad auténoma, distribuyendo sus
estimulos para que el ovocito en crecimiento produzca el Factor de Crecimiento
de Diferenciacion 9 (GDF-9)y la proteina morfogénica del hueso 15 (BMP-15) y

las células de la granulosa secretan el ligando de Kit (Braw-Tal 2002).

GDF-9 también ha sido relacionado con el crecimiento temprano de los
foliculos, es una proteina homodimérica de la familia del Factor de Crecimiento
Transformante-3 (TGF-R3)/activita (McGee y Hsueh, 2000). El mensaje de GDF-
9 puede ser detectado tempranamente en los foliculos primordiales en el ovino
y bovino. En ratones mutantes, la interrupcion del gen de GDF-9 previene el
desarrollo de los foliculos mas alld del estado primario asociado con la
ausencia de células de la teca y eventualmente muerte del ovocito (McGee y
Hsueh, 2000).

TGF- es conocido por ser producido en las células de la teca de bovino y
puede influir en la proliferacion de las células de la granulosa (McNatty et al.,
1999). La expresion de RNAm de TGF- se ha descrito ampliamente en el
ovario, observado en ovocitos, especialmente en foliculos primordiales y es
mayor en las células de la granulosa de los foliculos primarios. Las células de
la granulosa en cultivo también expresan el Factor de Crecimiento de
Fibroblastos 2 (FGF-2), su distribucién en el ovario bovino se ubica en los
ovocitos de foliculos primordiales, primarios, en células de la granulosa y de la

teca interna de los foliculos preantrales y antrales grandes. En foliculos



primordiales y primarios de hamsters y cerdos se ha localizado el Factor de
Crecimiento Epidermal (EGF) (McNatty et al., 1999).

El Factor de Crecimiento parecido a la Insulina-l1 (IGF-l) ha demostrado que
estimula la sintesis de DNA y la actividad aromatasa en las células de la
pregranulosa, y en estados de desarrollo avanzado amplifica la accion de las
gonadotropinas. IGF-1l estimula la mitosis en las células de la granulosa y su
accion puede ser potenciada por IGF-I. Mientras que el Factor de Crecimiento
de Plaquetas, modifica las vias de AMPc que responden a FSH, la
diferenciacion de las células de la granulosa y actia sobre la produccién de

prostaglandinas (McGee y Hsueh, 2000).

La expresion del gen de FSH en bovino ha sido descrita hasta que el foliculo es
primario o preantral pequefio. Aunque FSH ha mostrado tener efectos
estimulatorios en la proliferacién y funcion de las células de la granulosa, no ha
mostrado ser esencial. Lo que indica que esta etapa del crecimiento folicular
estd mas influenciado por factores paracrinos o autocrinos que por factores
enddcrinos (McNatty et al., 1999).

Durante la formacion de los foliculos primordiales, los ovocitos son arrestados
en la profase de la primera division meidtica y por lo tanto son infértiles. La
capacidad fertilizante y el reinicio de la meiosis, son procesos que ocurriran
lentamente a lo largo del desarrollo de los foliculos, en general comienza con la
activacion del foliculo y culmina en la ovulacion (Suikkari y Soderstrom-Anttila,
2007).

Se conoce que los ovocitos que estdn en crecimiento, se localizan
consistentemente en la interfase cortico-medular del ovario, la cual es una
region densamente vascularizada, lo cual quiere decir que la iniciacion y
crecimiento de los foliculos primordialeses dependiente del aporte sanguineo y
con ello del suministro de hormonas, mediadores y nutrientes (McNatty et al.
1999). Al respecto, un estudio reciente en roedores ha demostrado la

presencia, en foliculos primordiales y primarios del RNAm delFactor de



CrecimientoEndotelio Vascular (VEGF), factor de crecimiento involucrado en el

desarrollo y proliferacion de vasos sanguineos (Roberts et al., 2007).
Crecimiento folicular

La foliculogénesis es definida como la formacion de un foliculo De Graaf
(maduro y preovulatorio), a partir de un grupo de foliculos primordiales (sin
desarrollo) (Trousdale et al., 2007). El niumero de foliculos primordiales que
posee la vaca en promedio es de 133 000 foliculos desde el nacimiento hasta
el cuarto afio de vida, pero el nimero de ellos declina aproximadamente hasta
3000 los cuales permanecen en los ovarios de las vacas de 15 a 20 afios de
edad (Spicer y Echternkamp, 1986).

Los foliculos en el bovino se han clasificado de acuerdo al nUmero de capas de
células de la granulosa tal y como lo describe McNatty et al. (1999) en elcuadro
1.

Cuadro 1. Clasificacion de los estados tempranos de crecimiento folicular.

Nombre Células de la granulosa
1 | Foliculo primordial 1 capa de células aplanadas de pregranulosa.
la | Foliculo transitorio 1 capa de células cuboidales de la granulosa.
2 | Foliculos primarios 1 6 2 capas de células de la granulosa.

Foliculos preantrales i
3 . 2-4 capas de células de la granulosa.
pequefos

Foliculos preantrales )
4 4-6 capas de células de la granulosa.
grandes

Pequenios foliculos Mas de 5 capas de células de la granulosa, asi




antrales como células de la teca.

McNatty et al.,1999.

Los foliculos preantrales y antrales se incrementan alrededor del dia 70 de
edad. ElI numero de foliculos preantrales en crecimiento permanece constante
(200 a 250 por par de ovarios) en vacas hasta los 4 afios de edad (Spicer y
Echternkamp, 1986). De esa manera, la cantidad de foliculos antrales en los
ovarios de las vacas se mantienen si cambios hasta que alcanza los 8 a 10
aflos de edad, después de eso, comienza el agotamiento de los foliculos
primordiales, y disminuye el nimero de foliculos antrales (Burns et al., 2005). El
crecimiento de foliculos antrales de 2-4 mm de didmetro en las vacas es
independiente de gonadotropinas, de esa manera pueden crecer hasta ese
tamafio en ausencia o0 en la presencia de muy bajas cantidades de
gonadotropinas (Webb et al., 1999).

El crecimiento final y maduracién del foliculo dominante depende del
incremento en la frecuencia de pulsos de LH para actuar sobre: 1) células de
la teca para proveer el sustrato androgénico para aromatizar a estradiol por las
células de la granulosa; y 2) las células de la granulosa estimuladas por FSH
para incrementar la actividad de aromatasa cuando las concentraciones de
FSH declinan con el incremento del tamafio del foliculo dominante (Bao y
Garverick, 1998).

Debido a que las células de la granulosa contienen receptores para FSH
(FSHr) y las células de la teca contienen receptores para LH (LHr) durante
estados tempranos del desarrollo, ambos tipos celulares poseen la enzima
P450scc que es necesaria para la conversion de colesterol a pregnenolona
(Bao y Garverick, 1998). Al unirse la LH a su receptor en la teca se estimula la
actividad de la enzima citocromo P450 17a-hidroxilasa (P450c17) necesaria
para la conversion de progesterona a androstenediona. Los androgenos son

metabolizados a estradiol por la enzima P450 aromatasa (P450arom) que esta




presente en las células de la granulosa (Bao y Garverick, 1998; Hampton et
al., 2004).

Las gonadotropinas (FSH y LH) y el estradiol se involucran en la proliferacion,
sobrevivencia y diferenciacion de las células de la granulosa y teca durante el
desarrollo de foliculos dominantes (Mihm et al., 2006). Para que la secrecion de
LH se incremente deben existir receptores para dicha hormona, por lo que
hormonas como FSH y estradiol se encargan de inducir la sintesis de
receptores para LH en la membrana de las células de la granulosa durante los
Gltimos estados de desarrollo folicular (Bao y Garverick, 1998). Los foliculos
gue estan expuestos a una alta frecuencia de pulsos de LH, adquieran la
capacidad para secretar cantidades altas de estradiol (Webb et al., 1999;
Stegner et al., 2004).

Sistema IGF

El sistema del Factor de Crecimiento parecido a la Insulina, ocupa una posicion
central en la red de sefales intraovaricas. El sistema incluye a los ligandos de
IGF (como IGF-I e IGF-II), al menos seis proteinas de union de IGF (IGFBP-1 a
la IGFBP-6) y las proteasas que rompen la union entre las proteinas unidoras y
los ligandos (Webb et al., 1999). Este sistema tiene un papel fundamental en el
mecanismo de seleccion del foliculo dominante (Hendriksen et al., 2003). IGF
tipo Il tiene efectos parecidos a IGF-I en las células ovaricas pero tiene una
potencia menor que IGF-I y no es controlado por hormona de crecimiento (HG)
(Lucy et al., 1999).

IGF tiene la funcion de modular la accion de las gonadotropinas a nivel celular
y estimula la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa y teca
(Armstrong y Webb, 1997). Las células de la granulosa, células de la teca y
luteas tienen sitios de accion para IGF. Dentro de los foliculos de bovino, IGF
es producida en la teca y de manera mas importante en las células de la
granulosa. Ademas, IGF-I incrementa en respuesta a las gonadotropinas por

estimular el complejo adenilato ciclasa (Lucy et al., 1999).



La bioactividad de IGF es controlada por su asociacion con la familia de
proteinas ligadoras de IGF (IGFBPs), seis distintas IGFBPs han sido
caracterizadas, la expresion de esas proteinas es especifica por especies, por
ejemplo, en vacas y ovejas la expresion de RNAm que codifica IGFBP-4y -2 es
restringida a la teca y granulosa (Armstrong y Webb, 1997). Entonces, la
bioactividad de IGF es controlada por 3 mecanismos: 1) cambios en la
expresion temporal y espacial de RNAm que codifica IGFBP durante la
foliculogénesis; 2) regulacion del enlace de IGFBP a la matriz extracelular y la
membrana plasmatica; y 3) la accion de proteasas especificas de IGFBP. El
papel preciso de las proteinas ligadoras en el desarrollo del foliculo permanece
incierto (Armstrong y Webb, 1997).

Desarrollo vascular de los foliculos ovaricos

El suministro vascular es esencial para el desarrollo y funcién de los 6rganos
(Ferrara, 2001). La angiogénesis comienza con proliferacion y migracion de las
células endoteliales lo que conduce a la vascularizacion de tejidos, crecimiento
y remodelacion de los capilares para formar una nueva microcirculaciéon
(Shimizu et al., 2003a; Redmer y Reynolds, 1996). Robinson y Stringer (2001) y
Barboni et al. (2000) definen la angiogénesis como el proceso en el que se
forman nuevos vasos a partir de la vasculatura preexistente. Ferrara et al.
(1992), mencionan que la angiogénesis es una cascada de procesos que
consiste en: 1) degradacion de la matriz extracelular después de la descarga
de proteasas; 2) proliferacion de células endoteliales de los capilares; y 3)

migracion de los tabulos capilares hacia el estimulo angiogénico.

Los 6rganos reproductivos de la hembra exhiben procesos de crecimiento y
regresion extremadamente rapidos (Redmer y Reynolds, 1996). El crecimiento
y regresion de los tejidos reproductivos estd acompafiado por cambios
importantes en su vasculatura, que implica una tasa de mitosis alta de las

células del endotelio vascular. De esta manera, tejidos como el ovario, Gtero y



placenta son altamente vasculares y reciben una gran tasa de flujo sanguineo
(Reynolds y Redmer, 1998).

En los ovarios, cada ciclo hormonal esta acompafiado por cambios vasculares
(Shimizu et al., 2003a). De modo que la angiogénesis se presenta a lo largo del
crecimiento folicular (Wulff et al. 2001) por lo que el crecimiento folicular y el
desarrollo del cuerpo luteo dependen de la proliferacion de nuevos vasos

sanguineos (Ferrara et al., 2003).

Los foliculos desde primordiales hasta preantrales no tienen un suministro
vascular propio, por lo que dependen para el aporte de nutrientes y otros
sustratos, totalmente de la irrigacion de la médula ovarica. Los vasos
estromales son los encargados de proporcionar los nutrientes y oxigeno
suficientes a los foliculos primordiales (Robinson et al., 2009), debido a que
estos foliculos son avasculares, mientras que los foliculos secundarios poseen
una red vascular confinada sélo en las células de la teca (Zimmerman et al.,
2001).

La densidad de vasos sanguineos se incrementa considerablemente en los
foliculos desde preantrales y durante el desarrollo folicular en cerdos
(Robinson et al., 2009). En el caso de los foliculos antrales, la red vascular se
limita a las células de la teca sin penetrar la membrana basamental (Wulff et
al., 2001), dicha red vascular consiste en dos redes capilares, una proxima a la
membrana basamental y la otra en la teca externa (Shimizu et al., 2003b;
Robinson et al., 2009).

El proceso de seleccion del foliculo dominante ha sido asociado con la
angiogénesis, debido a que los foliculos seleccionados poseen una elaborada
red microvascular (Ferrara et al., 2003; Berisha et al., 2000a; Shimizu et al.,
2002). Los foliculos seleccionados poseen una vascularidad que se incrementa

aun mas en las células de la teca (Zimmerman et al., 2001).

Los foliculos dominantes no solo son mas vascularizados, sino que reciben un
soporte hormonal mayor, por lo que se ha sugerido que el incremento vascular

puede determinar la dominancia folicular (Reynolds y Redmer, 1998), del
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mismo modo, Waulff et al. (2001) y Shimizu et al. (2003a) mencionan que el
incremento vascular de los foliculos resulta en un reparto preferencial de
gonadotropinas, asi como elementos indispensables para su desarrollo como
factores de crecimiento, precursores esteroides y otras sustancias necesarias,

gue determinan la dominancia del foliculo (Greenaway et al., 2004).

La vasculatura folicular se ha relacionado con el mantenimiento de la salud del
foliculo. Por ejemplo, foliculos atrésicos de ovino regeneran al colocarse en
cultivos, lo que sugiere que su estado atrésico probablemente se deba al

menor aporte de nutrientes ocasionado por una menor irrigacion.

La disminucién de la proliferacion de las células endoteliales en la teca se
asocia con una reducida vascularidad, lo cual se considera un evento temprano
durante la atresia folicular (Reynolds y Redmer, 1998), sugiriendo que el
foliculo permanece en estado atrésico porque una vascularidad menor limita el
acceso de nutrientes. El desarrollo vascular de los foliculos ovaricos se vuelve
mas intenso después de la ovulacion, lo cual favorece el desarrollo del cuerpo
luteo (Reynolds y Redmer, 1998).

Entre la oleada de LH y el desarrollo temprano del cuerpo lateo, se produce
una extensiva formacién vascular y diferenciacion celular (luteinizacion) (Acosta
et al., 2003), posteriormente, una rapida angiogénesis se lleva a cabo para la
maduracién del cuerpo luteo teniendo un elevado flujo sanguineo (Greenaway
et al., 2004), lo que entre otras cosas proporciona lipoproteinas de baja
densidad para la biosintesis de esteroides y habilita el transporte de los
esteroides secretados (Neulen et al., 1998), que se acompaiia de la salida de
colesterol de las células lateas para la biosintesis de progesterona (Ferrara et
al., 2003).

Los principales factores angiogénicos incluyen al factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF2), factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el
sistema de angiopoietinas (ANGPT) y principalmente el Factor de Crecimiento

del Endotelio Vascular(VEGF). En elcuadro 2 se presentan los principales
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factores angiogénicos y algunas de sus caracteristicas (Robinson et al.,

2009).

Cuadro 2. Principales factores angiogénicos.

Ligando Isoforma Receptor Funciones
VEGF-A VEGF-121 | VEGF-R1. Estimula proliferacion
endotelial, migracion y
VEGF-145 | VEGF-R2. -
permeabilidad vascular.
VEGF-165
VEGF-189
VEGF-206
FGF2 FGFR1-4 Mitdégeno para fibroblastos.
PDGF PDGFA PDGFRA Activacion de PDGFRB por
(PDGFAA, AB,BB) | PDGFBB estimulando el
PDGFB ) o
PDGFRB reclutamiento de pericitos.
PDGFC (PDGFBB).
PDGFD
ANGPT ANGPT1 Tie2 ANGPT1 estimula la
_ maduracién de vasos
ANGPT2 ANGPT1  activa|
Tie2 mientras gue ANGPT2
ie2.

ANGPT2 es un
antagonista

enddgeno.

desestabiliza el contacto

endotelio-pericito.

Robinson et al., 2009.

Ferrara et al. (2003) y Greenaway et al. (2005) menciona que VEGF induce la

angiogénesis requerida para el desarrollo folicular, crecimiento y viabilidad.

VEGF es producido en las células de la teca y de la granulosa en el ovario
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(Roberts et al., 2007). Se ha mostrado que la produccion de VEGF es
dependiente de gonadotropinas y esta relacionado con el tamafo folicular
(Mattioli et al., 2001; Danforth et al. 2003). Pruebas como RT-PCR y ELISA
revelan que los ovarios expresan VEGF en las células de la granulosa de los
foliculos y la proteina de VEGF se incrementa en el liquido folicular (Shimizu et
al., 2003b).

Fisiologicamente, se ha sugerido que VEGEF inicia el crecimiento vascular y el
mantenimiento del soporte vascular del cuerpo liteo (Neulen et al., 1998).
Berisha et al. (2000a) demostraron la expresion de VEGF y sus receptores
(VEGF-R1 y VEGF-R2) en las células de la granulosa de foliculos

preovulatorios.

La presencia de RNAm de VEGF ha sido demostrada en foliculos primordiales,
primarios, secundarios y terciarios (Wulff et al., 2001), seleccionados y
atrésicos (Taylor et al., 2007), asi como en foliculos dominantes de marmoseta
(Grazul-Bilska et al., 2007); en bovinos, en cuerpo luteo (Berisha et al., 2000b;
Hunigen et al., 2008) y en células de la granulosa (Kosaka et al., 2007; Doyle et
al., 2009); en ovinos en cuerpo luteo (Redmer et al., 1996), en cerdas en
foliculos antrales (Mattioli et al., 2001; Shimizu et al., 2002) y atrésicos (Mattioli
et al., 2001), asi como en células de la granulosa y de la teca en cultivo
(Barboni et al., 2000); en la cerda, en el cuerpo lateo (Kaczmarek et al., 2009);
en la rata, la expresion ha sido detectada en foliculos preantrales, antrales y
preovulatorios (Shimizu et al., 2007b); en el bufalo de agua en cuerpo lateo
(Papa et al., 2007) y en el humano en células de la granulosa (Neulen et al.,

1998) y en el liquido folicular (Kawano et al., 2003).

La proteina ha sido identificada en foliculos terciarios, dominantes (Taylor et al.,
2004), preovulatorios (Christenson y Stouffer, 1997) y atrésicos (Taylor et al.,
2004) de primates; en foliculos primordiales de raton (Roberts et al., 2007); en
foliculos primarios, secundarios (Danforth et al., 2003) y antrales (Phillips et al.,
1990; Quintana et al., 2004) de rata, y en el humano se ha encontrado en
cuerpo luteo (Kamat et al., 1995; Wulff et al., 2001).
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Factor de Crecimiento Endotelio Vascular

El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), también llamado VEGF-A,
es un agente mitégeno y de permeabilidad (Houck et al., 1991; Leung et al.,
1992) capaz de estimular angiogénesis, asociado con el rapido crecimiento
vascular en condiciones fisiologicas y patologicas. Pertenece a la superfamilia
de factores de crecimiento ligadores de cisteina, caracterizados por ocho
residuos conservados de cisteina (Hazzard et al. 1999). VEGF induce
proliferacion de células endoteliales y promueve la migracién celular (Wang et
al., 2002).

VEGF es una glicoproteina secretada en forma de homodimeros de 45 kda, de
caracter basico y ligada a heparina (Robinson y Stringer, 2001), también se
conocen otros integrantes de esta familia, como VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E, y Factor de Crecimiento Placenta (como PIGF-1 y PIGF-2) (Ng et al.,
2006). De VEGF-B existen dos variantes con 167 y 188 residuos, y puede
formar heterodimeros con VEGF165. Los otros miembros de VEGF (-C y -D),
son moléculas procesadas proteoliticamente involucradas en la formacién del
endotelio linfatico. VEGF-E ha sido descrito como una forma viral de VEGF

encontrada en aislados de parapox virus (Horning y Weich, 1999).

El gen VEGF-A codifica para 8 exones y 7 intrones (Ferrara y Davis, 1997;
Horning y Weich, 1999; Robinson y Stringer, 2001). Todas las isoformas de
VEGF-A poseen los exones 1 a 5y 8, mientras que la presencia o ausencia de
los exones 6a, 6b y 7, determina cada una de las variantes asi como las
caracteristicas de cada una de las isoformas (Zygalaki et al., 2005); esto es
debido al procesamiento alternativo de los exones 6a, 6b y 7 durante el

proceso de corte y empalme (splicing) de intrones.

La isoforma VEGF-206 posee los ocho exones, la isoforma VEGF-189 carece
del exdn 6b, la isoforma VEGF-165 carece de los exones 6a y 6b, mientras que

la isoforma VEGF-120 no posee los exones 6a y 6b ni el exon 7 (Robinson y
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Stringer, 2001). Los exones 3 y 4contienen los sitios de union para los
receptores VEGF-R1 y VEGF-R2, respectivamente (Ng et al., 2006).

En los ovarios de los mamiferos se ha demostrado la expresion de las
isoformas VEGF-120 y VEGF-164, las cuales estan relacionadas con la
angiogénesis durante el desarrollo folicular (Shimizu et al., 2007a), ademas una
débil expresion de VEGF-189 también se ha detectado en ovarios de bovino
(Berisha et al., 2000b; Greenaway et al., 2004). Cada una de las isoformas
posee caracteristicas particulares, VEGF-121 es un polipéptido débilmente
acido y no se liga a la heparina (Ferrara y Davis, 1997; Robinson y Stringer,
2001). No enlaza a los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) y es altamente
difusible. VEGF-165 es la isoforma méas abundante, tiene afinidad moderada
por heparan sulfatos y es parcialmente secuestrada en la superficie celular y en
la matriz extracelular. La union de VEGF-165 con la heparina es una propiedad
conferida por los 15 residuos béasicos codificados por el exon 7, que es definido

como el dominio de enlace a heparina (Ferrara, 1999; Ng et al., 2006).

VEGF-189 tiene una alta afinidad por los HSPGs debido a la presencia de
residuos béasicos adicionales dentro de un segundo dominio de enlace a
heparina, codificado por el exdn 6. Como resultado, VEGF-189 esta asociada a
la superficie celular y a la matriz extracelular (Ng et al., 2006). Las isoformas
VEGF-189 y VEGF-206 son mas béasicas y se ligan a la heparina con gran
afinidad (Ferrara y Davis, 1997).

En cuanto a la regulacién en la expresion genética de VEGF, la hipoxia juega
un papel importante en la estimulacion de su expresion (Ferrara y Davis,
1997). Citocinas como el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF-4), el
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), el Factor de Crecimiento Transformante (TGF), Factor de
Crecimiento de Queranocitos (KGF), Interleucina 1 (IL-1) e IL-6, asi como las
gonadotropinas son capaces de regular la angiogénesis al controlar la
expresion de VEGF (Neufeld et al., 1999).
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Recientemente, se ha demostrado que el exdn 8 da origen a dos sub-exones,
8a y 8b, este exdn esta conformado por dos sitios, el sitio de corte (splicing)
proximal (PSS) que dara origen a las isoformas angiogénicas (VEGFxxxa), y el
sitio de corte distal (DSS) que dara origen a las isoformas anti-angiogénicas
(VEGFxxxb) siendo xxx el numero de aminoacidos de la proteina de cada
isoforma. El corte del exén 8 produce una familia alterna de isoformas como
VEGF-121b, VEGF-165b, VEGF-145b y VEGF-189b (Nowak et al., 2008;
Harper y Bates, 2008), ver Figura 1.
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Figura 1. Isoformas Angiogénicas y antiangiogénicas del Factor de Crecimiento

Endotelio Vascular. Tomado de Harper y Bates (2008).

La primer isoforma anti-angiogénica de VEGF descrita fue VEGF165b, en la
cual se observo que no parecia estimular la proliferacion o migracion de las
células endoteliales. Posteriormente se descubrié que estaba conformada por
una variante en el sitio de corte distal del ex6n 8, que posee un marco de
lectura abierto codificado por la secuencia alterna del exén 8, pero con el

mismo numero de aminoacidos que la proteina madura (Woolard et al., 2004).

Receptores de VEGF

Las acciones de los miembros de la familia de VEGF son mediados por la
activacion de receptores tirosina cinasa los cuales son VEGF-R1 (Flt-1) y
VEGF-R2 (Flk-1/KDR) (Clauss et al., 1996) que son casi exclusivamente
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expresados en células endoteliales y VEGF-R3 (Flt-4) cuya expresion esta

limitada principalmente al endotelio linfatico (Neagoe et al., 2005).

VEGF-R1 es un receptor transmembranal de la familia de receptores tirosina
cinasa (De Vries et al., 1992). La glicoproteina de VEGF-RL1 tiene un peso de
180-KDa y posee una alta afinidad por VEGFcon una Kd de 10-30 pM (Berisha
et al., 2000a). En las células endoteliales, VEGF-R1 es mediador de la
proliferacion, quimiotédxis y sobrevivencia celular (Greenaway et al.,
2004).VEGF-R2 es un receptor de 200-230 KDa de alta afinidad para VEGF-A,
asi como por VEGF-C y VEGF-D (Robinson y Stringer, 2001) y posee una Kd
de 75-125 pM (Ferrara, 1999). Se ha observado la importancia de VEGF-R2 en
experimentos realizados con ratas por Voelkel y Tuder (2000) donde la
inhibicibn de dicho receptor causdé muscularizacion de las arteriolas,

hipertension pulmonar severa, irreversible y fatal.

Algunos autores sugieren que la funcion del VEGF-R1 es la de atraer a VEGF,
reduciendo de ese modo el nimero de moléculas de VEGF disponibles para
unirse a VEGF-R2.Aunque VEGF-R2 se une a VEGF con una afinidad menor
gque VEGF-R1, este receptor es considerado como el mayor mediador de los
efectos mitogénicos, angiogénicos y de permeabilidad vascular de VEGF
(Kaczmarek et al., 2009).

Ambos receptores contienen siete dominios extracelulares, parecidos a los de
las inmunoglobulinas (Neufeld et al., 1999), una region transmembranal, y una
secuencia intracelular conservada de tirosina cinasa interrumpida por un
dominio de insercion de cinasa (Ng et al., 2006). Ferrara (2001) menciona que
VEGF se une al segundo dominio parecido a inmunoglobulina de VEGF-R1 y
de VEGF-R2. El segundo y el tercer dominio en ambos receptores parecen ser
necesarios para enlaces de alta afinidad (Robinson y Stringer, 2001). El cuarto
dominio esta relacionado con la dimerizacion en ambos receptores (VEGF-R1
y VEGF-R2). El quinto y sexto dominio de VEGF-R2 parecen ser requeridos
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para retener al VEGF después de enlazarlo, mientras el primer dominio regula

el enlace, mejorando la asociacion con VEGF (Robinson y Stringer, 2001).

La dimerizacién de los receptores conduce a su activacion y subsecuente
fosforilacion en ciertos residuos de tirosina, que disparan la cascada de
sefales intracelulares mediada por varios efectores, que son capaces de
reconocer y utilizar como muelle para los residuos de tirosina fosforilada de los
receptores activados (Kowanetz y Ferrara, 2006).

La expresion del RNAm de VEGF-R1 y VEGF-R2 ha sido demostrada en
células de la granulosa de bovino en cultivo (Einspaner et al., 2002), en

foliculos ovéricos fetales de bovino (Yang y Fortune, 2007).

Una variante alternativa del pre-RNAm que codifica para VEGF-R1 resulta en la
produccion de la forma soluble que abarca el dominio ligando-union de ese
receptor (SVEGF-R1), la cual es un potente antagonista de VEGF (Yulong et
al., 1999; Cui et al., 2003). El receptor soluble SVEGF-R1 carece de la regién
transmembranal e intracelular, sélo contiene 6 dominios parecidos a
inmunoglobulina que conforman la regién extracelular, la cual esta
directamente involucrada en la interaccién con los ligandos de VEGF (Horning
y Weich, 1999),con una Kd de 10 a 20 pM y es capaz de inhibir la mitogénesis
inducida por VEGF (Ferrara, 1999).De ese modo, la forma soluble de VEGF-
R1 actua como un inhibidor de la angiogénesis al secuestrar a VEGF (Kendall
et al., 1996; Kendall y Thomas, 1993) e impedir su interaccion con VEGF-R1 y
VEGF-R2, impidiendo de esta forma la accién biolégica del ligando:
mitogénesis de las células endoteliales y permeabilidad vascular (Hastings et

al., 2003), los receptores de VEGF se muestran en la figura 2.
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VEGF-R1 VEGF-R2

Mayor Afinidad Mayor accién biologica

sVEGF-R1

Secuestro de la
Proteina de VEGF

Figura 2. Receptores de VEGF. Adaptado de
Robinson y Stringer (2001).

La expresion de RNAmM de sVEGF-R1 ha sido descrita primeramente en células
del endometrio de mujeres (Krussel et al., 1999), placenta de ratén (Hastings et
al., 2003). Recientemente, su expresion ha sido localizada en cuerpo luteo de

cerdas (Kaczmarek et al., 2009).

ii. Reclutamiento Ciclico

El reclutamiento ciclico inicia con la aparicion de la pubertad, es un proceso en
el cual una cohorte de foliculos antrales comienzan a crecer por estimulo de
gonadotropinas (Ireland et al., 2000). Ademas, es un mecanismo que permite
escapar a un pequefio porcentaje de foliculos de la atresia y proceder al
estado final de desarrollo folicular (Fortune, 1994) para permitir el crecimiento
de los foliculos hacia la ovulacién (Bao y Garverick, 1998). Durante el
reclutamiento ciclico ocurre un proceso denominado emergencia, que es
cuando los foliculos poseen un diametro de 4-6 mm y marca el inicio de la
oleada folicular (Evans, 2003; Ireland et al., 2000).

Oleadas de crecimiento folicular en el bovino

Durante el ciclo estral de la vaca se han observado de dos a tres oleadas de

crecimiento folicular (Taylor y Rajamahendran, 1991) en vacas Bos Taurus,
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mientras que en vacas Bos indicus se han observado ocasionalmente hasta
cuatro oleadas (Adams, 1999). La emergencia de la primera oleada folicular
ocurre el dia de la ovulacion, y consiste en que un grupo de foliculos pequefios
de 8-41 (segun Adams, 1999), en promedio 24 (segun Ireland et al., 2000),

comienzan a crecer.

La emergencia esta acompafiada por un incremento transitorio en la
concentracion de FSH (Webb et al., 1999) que ocurre 1 6 2 dias antes de
emerger la oleada (Evans y Fortune, 1997; Melvin et al., 1999; Ireland et al.,
2000). Posteriormente, los foliculos de la cohorte alcanzan un crecimiento
similar y de ellos uno sera seleccionado para continuar su crecimiento (foliculo
dominante), mientras que el resto (foliculos subordinados) se volveran
atrésicos (Adams, 1999).

En la dinamica folicular, el primer foliculo dominante sufrira regresion y con ello
dard inicio la segunda oleada folicular (reclutamiento, seleccion y dominancia)
gue resulta en la presencia de un segundo foliculo dominante. La maduracion
del segundo foliculo dominante coincide con la regresiébn espontanea del
cuerpo lateo, y dicho foliculo ovulard después de la lutedlisis, si fuese el caso

de dos oleadas foliculares (Lucy et al., 1992).

Las oleadas foliculares ocurren en intervalos de 7 a 8 dias a lo largo del ciclo
estral (Evans y Fortune, 1997). La emergencia de la primera oleada folicular
ocurre el dia de la ovulacién (Adams, 1999). Otros autores han referido al dia
2,y el dia 11 para animales con dos oleadas de crecimiento folicular, 6 en los
dias 2, 9 y 16 en animales con tres oleadas de desarrollo folicular (Ireland et
al., 2000; Evans, 2003). Dichas diferencias se deben a que consideran el inicio
de la oleada cuando el foliculo se hace visible a través de ultrasonografia. El
reclutamiento, seleccion y dominancia por lo general han sido descritos en los
dias 1-3, 3-6 y 6-8 del ciclo estral (Hendriksen et al., 2003).

Moléculas que participan durante el reclutamiento ciclico
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Receptores a gonadotropinas:La expresion de RNAm para el receptor de la

hormona foliculo estimulante (FSHr) ha sido localizado en los foliculos
primarios con una a dos capas de células de la granulosa, posiblemente antes
de la formacion de la teca interna y membrana basal (Bao y Garverick, 1998).
El receptor de LH (LHr) se ha localizado en las células de la teca durante el

reclutamiento y crecimiento de la cohorte (Webb et al., 1999).

Enzimas esteroidogénicas: Los RNAmM de P450scc y P450arom se expresan

en las células de la granulosa de foliculos mayores de 4-6 mm de diametro
(Bao y Garverick, 1998; Webb et al., 1999). La expresion de RNAm de P450scc
y P450arom podria deberse al incremento de FSH en la circulacion que

precede al inicio de cada oleada de crecimiento folicular (Webb et al., 1999).

De acuerdo con Bao y Garverick (1998), la expresion de RNAm para los
receptores de gonadotropinas y enzimas esteroidogénicas indica la produccion
de esteroides en las células de la teca y de la granulosa durante cada estado
de desarrollo folicular. Durante el reclutamiento en los foliculos, que crecen de
5 a 8-9 mm de didametro, las células de la granulosa expresan RNAm de las
enzimas P450scc y P450arom, pero no expresan RNAm para 3B3-HSD y StAR
(proteina que regula el transporte de colesterol hacia el interior de la membrana
mitocondrial para su conversién en pregnenolona por el complejo enzimético
P450scc) (Webb et al., 1999).

VEGF es expresada en las células de la granulosa de los foliculos secundarios
y terciarios, mientras que su receptor VEGF-R1 es expresado en las células
endoteliales de la capa de la teca (Wulff et al., 2001). Ademas, en los foliculos
antrales de cerdo se producen cantidades sustanciales de VEGF durante la
fase de crecimiento, en respuesta a estimulacion por gonadotropinas (Mattioli
et al., 2001).

Después de la ovulacion, el mecanismo que controla el reclutamiento es el
incremento en la concentracion de FSH en el plasma (Lucy et al.,, 1992).
Durante el reclutamiento los foliculos reciben una sefal que les permite

continuar creciendo, dicha sefial parece ser una ligera elevacion plasmatica de
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FSH (Fortune, 1994). De acuerdo a estudios realizados por Fortune, (1994), el
suprimir la segunda oleada de FSH con liquido folicular como fuente de

inhibina previene el reclutamiento de una serie ovulatoria.

En un experimento realizado por Arai et al. (1996) se observo que la secrecion
de FSH se incrementaba en los animales cuando son inmunoneutralizados
contra inhibina. La inhibina suprime el desarrollo folicular, a través de esta
hormona se inhibe FSH a nivel hipofisiario, lo que resulta en la supresion del
crecimiento folicular y la produccion de estradiol (Garcia et al., 2001;
Hernandez et al., 2004).

iii. Seleccién y moléculas que participan en el proceso

La seleccién consiste en la reduccién del numero de foliculos que crecen en la
cohorte (Ireland et al., 2000) y es un proceso en el que uno o méas de los
foliculos reclutados son seleccionados para continuar con su desarrollo (Webb
et al.,, 1999). Lucy et al. (1992) lo definen como el proceso en el cual un
foliculo es elegido y evita la atresia, por lo que se vuelve competente para
alcanzar la ovulacion. La seleccion del futuro foliculo dominante ocurre al final
de la fase de crecimiento comun, dicho foliculo crecera de forma continua,
mientras que el resto de los foliculos de su cohorte sufrirdn regresion (Ginther
et al., 2001b).

El tiempo de seleccion (divergencia en el crecimiento entre el foliculo
dominante y los foliculos subordinados) coincide con la disminucion
significativa de FSH (Mihm et al., 1997; Adams, 1999), dicha disminucion se
observa a las 10-20 horas del comienzo de la desviacion (Ginther et al.,
2001b). Ademas, en la seleccion existe un cambio en la dependencia a
gonadotropinas, de FSH a LH (Adams, 1999). Las células de la granulosa del
foliculo dominante adquieren receptores a LH justo antes de iniciar la

desviacion (Ginther et al., 2001b) y disminuyen sus receptores a FSH en las
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células de la granulosa (Mihm et al., 1997), con lo cual, el foliculo dominante

sobrevive en un ambiente dificil para el resto de los foliculos.

En el liquido del foliculo dominante de bovino se ha encontrado estradiol
(Beg et al., 2002), IGF-1, IGFBPs, e inhibina (Parker et al., 2003). El liquido
folicular del foliculo dominante posee una mayor cantidad de inhibina, ya que
su mayor funcion es la de regular negativamente la secrecion de FSH (Arai et
al., 1996).

El efecto bloqueador de la inhibina sobre la FSH, ha sido demostrado al
aplicarle liquido folicular a un grupo de novillas en las cuales se inhibieron los
niveles de FSH, asi como el crecimiento de foliculos de 5 mm de diametro o
mayores (Bleach et al., 2001).Del mismo modo, Moser et al. (1989) observaron
gue con la aplicacion de liquido folicular, tratado con carbdn activado, durante
el periodo preovulatorio, retras6 el estro en novillas, por la inhibicion
especifica de la secrecion de FSH, ademas de que amplié el intervalo entre
estros debido a la reduccién de la concentracion de FSH para estimular la

foliculogénesis.

El foliculo con un mayor desarrollo desde el punto de vista funcional es capaz
de sobrevivir en un ambiente con niveles de FSH minimos, debido a que éste
desarrolla en las células de la granulosa receptores a LH (LHr) y es capaz de
responder tanto a LH como a FSH, sobreviviendo en un ambiente que es dificil
para los foliculos subordinados. De esa forma, se sabe que el primer foliculo
que adquiere receptores a LH en las células de la granulosa es seleccionado
para volverse dominante porque responde a ambas gonadotropinas (FSH y LH)
(Bao y Garverick, 1998). Ademas, el crecimiento continuo de los foliculos
seleccionados se relaciona con un incremento en la expresion de enzimas
esteroidogénicas y StAR(Webb et al., 1999).

iv. Dominanciay moléculas que participan en el proceso
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El foliculo dominante presenta un rapido desarrollo (Webb et al., 1999) y causa
regresion o atresia al resto de los foliculos de su cohorte, su alta produccion de
estradiol e inhibina, provocan la retroalimentacion negativa en la hipofisis para
la liberaciébn de FSH, que no soportan los foliculos subordinados (Fortune,
1994).

Diferenciacion de los foliculos dominantes

El foliculo seleccionado (dominante) de la ultima oleada folicular que coincide
con la lutedlisis, crecerd y se diferenciara funcionalmente de modo que se
prepara para la ovulacién y prepara a la hembra para la gestacién. En el
foliculo dominante, se encuentra una alta concentracion de 17@3-estradiol en el
liquido folicular (Fortune, 1994). Ireland y Roche (1983) observaron que
foliculos de menor tamario tienen elevadas concentraciones de progesterona y
andrégenos, ya que no poseen las enzimas necesarias para la sintesis de
estradiol, mientras que el foliculo dominante si posee una alta concentracion de

17R3-estradiol y menor cantidad de progesterona y andrégenos.

La produccién de estradiol por el foliculo dominante es de gran importancia
(Fortune, 1994)porque esta hormona promueve la expresion de receptores a
LH, incrementando la sensibilidad de las células de la granulosa a FSHy LH, e
incrementando la sintesis de IGF-1 en las células de la granulosa (Beg et al.,
2002). La capacidad de secretar estradiol requiere de la accién de las células
de la teca para la secrecion de androgenos y las células de la granulosa para
aromatizar el andrégeno a estradiol. Por lo que las células de la teca del
foliculo dominante secretan mas andrégenos y las células de la granulosa
tienen mayor capacidad para convertir los andrégenos a estradiol (Fortune,
1994).

El incremento de la secrecion pulsatil de LH se ha asociado con la extensa vida
de foliculos dominantes (Webb et al.,, 1999). Stock y Fortune (1993),
mencionan que el incremento en la frecuencia pulsatil de LH parece mantener

la dominancia.
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La expresibn de RNAmM para los receptores a gonadotropinas, enzimas
esteroidogénicas y StAR se incrementa en las células de la teca y de la
granulosa durante la fase de crecimiento, produciendo una gran cantidad de
estradiol. Es decir, el foliculo dominante adquiere la capacidad de producir
esteroides durante su desarrollo (Webb et al., 1999). Ademas, el foliculo
dominante tiene una abundante expresion de RNAm para LHr (Hampton et al.,
2004).

El incremento de la frecuencia de pulsos de LH incrementa la expresion de
RNAmM para enzimas esteroidogénicas necesarias para las sintesis de
precursores androgénicos para la produccion de estradiol (Webb et al., 1999;
Melvin et al., 1999). En el foliculo dominante se expresa el RNAm de enzimas
esteroidogénicas como son P450scc, P450cl7 y 3RB-HSD. Los niveles de
aromatasa son capaces de convertir grandes cantidades de andrégenos
producidos por las células de la teca a 17@3-estradiol, de ese modo 1703-
estradiol mejora la respuesta de las células de la granulosa a FSH (Bao y
Garverick, 1998).

Bao y Garverick (1998), mencionan que las células de la granulosa de los
foliculos dominantes expresan altos niveles de RNAm de IGF-I vy las de la
teca IGF-Il comparados con foliculos subordinados o sin reclutar. Asi
mismo,se han encontrado bajas concentraciones de IGFBP en foliculos sanos
en comparacion con las grandes concentraciones presentes en los foliculos
atrésicos. La expresion de IGF-I ha sido reconocida por mejorar la respuesta
de FSH al foliculo dominante (Quirk et al., 2004).

Se ha demostrado la expresion de RNAm de VEGF en las células de la
granulosa en foliculos dominantes, al compararlo con los foliculos
subordinados (Zimmerman et al., 2001). Grazul-Bilska et al. (2007) observaron
en cortes histolégicos de foliculos dominantes la proteina de VEGF,
concluyendo que existe una estrecha relacion entre la vascularidad folicular y la
dominancia folicular.

25



La vasculatura folicular es muy importante para saber si un foliculo es sano o
atrésico, por ejemplo un foliculo atrésico tiene una red vascular menos
desarrollada, lo que puede limitar el acceso de nutrientes, hormonas troficas y
sustratos, mientras que un foliculo sano tiene una red vascular mas extensa
(Redmer y Reynolds, 1996). En un estudio en marmosetas se observo que
VEGF era un elemento determinante para el establecimiento de la dominancia,
ya que con un tratamiento anti-VEGF se producia un bloqueo de la
angiogénesis suprimiendo la proliferacion de las células endoteliales vy
disminuyendo la vasculatura de las células de la teca, lo que ocasiona el fallo
de la ovulacion y formaciéon de un cuerpo luteo (Taylor et al., 2007), también en
mono rhesus se ha observado que la administracion anti-VEGF interfiere con el

desarrollo normal del foliculo dominante (Zimmerman et al., 2001).

v. Atresia

La palabra atresia (a=no, tresia=perforado) ha sido usualmente utilizada para
describir el cierre de una apertura natural (Hsueh et al., 1994);
especificamente, ha sido referida a los cambios degenerativos de los foliculos
antrales que residen en el ovario, por este proceso se pierde hasta el 99% de
los foliculos presentes en los ovarios de los mamiferos (Van et al., 1999). La
atresia ocurre en todos los estados de desarrollo folicular aunque es mas

frecuente en los foliculos antrales (Quirk et al., 2004).

Todos los foliculos que inician el crecimiento y no son seleccionados como
dominantes, se vuelven subordinados y seran eliminados del ovario por el
proceso de atresia (Foghi et al., 1998a). Los foliculos dominantes que no sean
ovulados también se volveran atrésicos y seran eliminados del ovario (Hsueh
et al., 1994). La atresia folicular se caracteriza por la muerte de las células que
conforman el foliculo, comenzando por las células murales de la granulosa, las
de la teca y por ultimo el ovocito. El foliculo atrésico presenta disminucion en la

expresion de RNAm de FSHr en las células de la granulosa, en la expresion de
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RNAmM de LHr en las células de la teca, de P450scc en células de la teca y de
la granulosa, y de P450c17 en las células de la teca, asi como de las hormonas
esteroides en el liquido folicular, incluyendo las concentraciones de 17R3-

estradiol.

En todas las especies, la atresia folicular ha sido relacionada con la
disminucién de estrégenos y con el incremento de la produccion de
progesterona, asi como una disminucion de sustrato para la aromatizacion de
las células de la granulosa y la pérdida de la actividad aromatasa (Hsueh et
al., 1994). Ademas la actividad de la P450arom es minima 6 ausente en la
células de la granulosa, que es precedida por la reduccién de la capacidad
esteroidogénica en las células de la teca (Bao y Garverick, 1998). Por lo que
se ha observado que la disminucién en la respuesta a gonadotropinas y
produccion de estrégenos son probablemente el inicio de la atresia folicular
(Hsueh et al., 1994).

Apoptosis en los foliculos atrésicos

Durante la atresia ocurre la muerte de las células que conforman al foliculo, el
principal tipo de muerte que ocurre es la apoptosis, la cual se define como una
secuencia de eventos intracelulares genéticamente programadosque
conducen a la muerte celular (Blondin et al.,1996). En la apoptosis el nacleo se
condensa y forma brotes, frecuentemente con un tamafo invariablemente
grande de cromatina condensada. La célula se fragmenta en pedazos
rodeados de membrana que se conocen como cuerpos apoptoéticos, los cuales
son fagocitados en principio por las células vecinas (Van et al., 1999; Flores et
al., 2005). Una caracteristica de la apoptosis es la degradacion del DNA por
accion de endonucleasas dependientes de Ca®*/Mg®*. Estas enzimasproducen
fragmentos de DNA con un tamafio promedio de 180 pb de longitud, los cuales
pueden visualizarse en un gel de agarosa como una escalera (Van et al., 1999;
Flores et al., 2005). La apoptosis ha sido demostrada en las células foliculares
por numerosos autores (Hsueh et al., 1994; Boone y Tsang, 1998; McCormack
et al., 1998; Van et al., 1999; Rosales et al., 2000; Flores et al., 2005).
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Control hormonal de la atresia folicular

Las gonadotropinas tienen una gran importancia ya que pueden actuar como
factores de sobrevivencia previniendo la apoptosis folicular. Los niveles
fisiolégicos de FSH han mostrado ser capaces de estimular a los foliculos
antrales tempranos para completar su diferenciacion final alcanzando el estado
preovulatorio (Chun et al., 1996); por ejemplo, foliculos con atresia temprana
pueden ser rescatados por la administracion de gonadotropinas exdgenas. Se
ha demostrado que en ratas inmaduras hipofisectomizadas y tratadas con FSH,
disminuye la apoptosis folicular en las células de la granulosa. Ademas,
tratamientos con FSH o hCG/LH previenen el disparo de la fragmentacién de
DNA por apoptosis en los foliculos en cultivo in vitro (Hsueh et al., 1994),

resaltando la importancia de las gonadotropinas.

Las hormonas esteroides, también participan en el proceso de la atresia
folicular, encontrandose concentraciones elevadas de estradiol en las células
de la granulosa de los foliculos dominantes, en comparacion con los foliculos
subordinados (Evans et al.,, 2004). También se ha encontrado que el
tratamiento con estrogenos incrementa el crecimiento folicular y el indice de
mitosis de las células de la granulosa; en contraste, los andrégenos disminuyen
el peso ovarico y causan deterioro de los foliculos por incrementar el nUmero
de células de la granulosa picnoéticas y ovocitos degenerados (Hsueh et al.,
1994), es decir, los cambios en los niveles de esteroides foliculares estan
relacionados en el inicio de la atresia.

Otras hormonas como activina e inhibina, que modulan la secrecién de FSH,
han sido involucradas en la atresia folicular. La inhibina es un heterodimero
ligado por puentes disulfuro con una subunidad oo comun y dos subunidades 3.
En contraste, la activina esta formada por dimerizacion de las cadenas 3 de la
inhibina (BARA, RARB, y RBRB). La inhibina puede actuar como un antagonista

fisiolégico de la accion de la activina y de esa manera inhibir el crecimiento
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folicular y la diferenciacion (Evans et al., 2004).

Los factores de crecimiento también han demostrado su participacion en la
atresia de los foliculos. Se ha demostrado que algunos factores de crecimiento
actuan como inhibidores de la apoptosis tal como es el caso de EGF, TGF« o
bFGF, IGF-l y SCF (Hsueh et al.,, 1994; Chun et al., 1996; Blondin et al.,
1996). Asi, la presencia de EGF ha sido identificada en los foliculos
preovulatorios y cuerpo lateo del ovario humano. Mientras que otros factores
combinados como TGF« con TGF- inducen apoptosis en las células de la
teca (Foghi et al., 1998a). El RNAm de TGFx y bFGF esta presente en las
células foliculares, los niveles de TGF« aumentan después de la estimulacion
por FSH.

La apoptosis de las células de la granulosa de los foliculos seleccionados
puede ser prevenida por acciones paracrinas de EGF/TGF« producidas por la
teca o por acciones autocrinas o paracrinas de bFGF sintetizada por las células
de la granulosa. También TGFoc puede servir en el rol autocrino en la

regulacion de la atresia folicular (Hsueh et al., 1994).

Existen otros agentes que pueden estimular la atresia folicular, por ejemplo
Hsueh et al. (1994) mencionan que la IL-6 estimula la fragmentacion de DNA
por apoptosis en las células de la granulosa, por lo que IL-6 puede ser un factor
intrafolicular atresiogénico, mientras que IL-18 actia como un factor de
sobrevivencia folicular (Chun et al., 1996). Adicionalmente, el RNAmM del
receptor de Fas ha sido encontrado en el ovario de raton, el receptor Fas
pertenece a la familia de TNF y se relaciona con Fas Ligand, una proteina
transmembranal de 31-KDa (Foghi et al., 1998a), se ha mencionado que el
sistema Fas/Fas Ligand, esta involucrado en la eliminacién por apoptosis de
células de la granulosa y de la teca durante la atresia folicular (Rosales y
Guzman, 2008).

Se ha mencionado que VEGF funciona como un factor de sobrevivencia para
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células endoteliales de humano en cultivo ya que induce la expresion de
proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Al (Ferrara, 1999). En un estudio realizado
por Greenaway et al. (2004) también se demostro el efecto citoprotector de
VEGF en células no endoteliales como son las de la granulosa de los foliculos

evitando la muerte celular por apoptosis de estas células.
Mecanismo molecular de atresia

El mecanismo por el cual los factores hormonales y otras moléculas regulan la
apoptosis que ocurre en la atresia folicular no es totalmente comprendido hasta
el momento. Sin embargo, se sabe que la apoptosis en este proceso puede
ser iniciada por una gran variedad de sefiales de muerte, tales como
metabolismo, potencial redox, ceramidas, movilizacién de Ca**, y activacién o
inactivacion de proteinas de la familia Bcl-2 (Rosales y Guzméan, 2008). La
proteina Bcl-2 de 32 KDa esta asociada con la mitocondria, reticulo
endoplasmico y envoltura nuclear, y es capaz de bloquear la muerte celular por
apoptosis, ya que actia como supresor de la apoptosis en una amplia variedad
de tejidos (Foghi et al., 1998b), asi como en el ovario de varias especies (Tilly,
1996).

La sobre-expresion de Bcl-2, ha mostrado suprimir la muerte celular en
diversas lineas celulares in vitro, y en diferentes tejidos de ratones
transgénicos, ademas es capaz de suprimir la peroxidacion de lipidos y
prevenir el dafio celular al actuar como trampa de radicales libres. La expresion
de Bcl-2 ha mostrado ser regulada por TGF« y TGFR (Foghi et al., 1998b). Sin
embargo, existen miembros de la familia de Bcl-2 que tienen actividad
apoptogénica, como es el caso de Bax, que al sobre-expresarse acelera la

muerte celular por apoptosis (Hsueh et al., 1994).
Otros integrantes de Bcl-2 con actividad apoptogénica son: Bad, Bim, Bid, Bok

(Quirk et al., 2004; Rosales y Guzméan, 2008). Bax probablemente actta

independientemente de la heterodimerizacion de Bcl-2 para inducir apoptosis,
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lo que sugiere que esa proteina juega un papel importante en la vida o muerte
de las células ovéricas (Tilly, 1996). Otros genes como Bcl-xL, son procesados
alternativamente como reguladores positivos (isoforma corta, inductor de
muerte) y negativos (isoforma larga, supresor de muerte) por la via de muerte
celular (Tilly, 1996).

Los efectores primarios de la apoptosis son las cisteinaproteasas, conocidas
como caspasas (cysteine aspartate-specific proteases), que residen en la
célula en forma inactiva hasta que se dispara la apoptosis. Las caspasas, son
una familia de enzimas relacionados a la interleucina 18 (Boone y Tsang, 1998;

Rosales y Guzman, 2008).

La activacion de las caspasas puede efectuarse de tres formas distintas: a)
activacion de una caspasa por otra caspasa; b) union de cofactores o
coenzimas; y c) activacion de las caspasas por concentraciones elevadas,
preexistentes de las mismas. La accién de las caspasas es llevar a cabo la
activacion de una enzima cuya funcidon es degradar al ADN, sus siglas en

inglés son CAD (ADNasa activada por caspasas) (Flores et al., 2005).

Las caspasas pueden ser divididas en “iniciadoras” como las caspasas 8y 9, y
“efectoras” como la 3, 6 y 7 (Rosales y Guzman, 2008). La cascada de
protedlisis comienza con la activacion de la caspasa-8 que conduce a la
activacion de la caspasa-3, que es el principal efector de la muerte celular. La
caspasa 3 es activada por una variedad de sefales apoptoticas incluyendo

activacion de Fas, radiacion, y agentes farmacolégicos (Boone y Tsang, 1998).

La mitocondria sirve como centro de integracion de sefiales de apoptosis
contra sobrevivencia (Quirk et al.,, 2004). Las sefales extracelulares y las
sefales internas, como el dafio del DNA, inician la apoptosis al causar la salida
del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citoplasma. El citocromo c liga al
factor activador de la apoptosis (Apaf)-1 y a continuacionla procaspasa-9,
forma un complejo conocido como apoptosoma (Flores et al., 2005; Rosales y
Guzmén, 2008). De modo que el apoptosoma activa la cascada de caspasas,

incluyendo la caspasa 3 (Quirk et al., 2004). Smac-Diablo y el factor inductor de
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apoptosis (AIF) son proteinas proapoptéticas adicionales que salen de la
mitocondria cuando se dafla su membrana, mientras que las proteinas
inhibidoras de apoptosis (IAP) en el citoplasma pueden prevenir la activacion

de las caspasas, las cuales son inhibidas por Smac-Diablo (Quirk et al., 2004).

Los receptores de muerte celular, son miembros de la familia de receptores del
factor de necrosis tumoral.El mas estudiado es el receptor de membrana Fas,
el cual al interaccionar con su ligando (FasL) estimula en el citoplasma al
“dominio de muerte” de Fas. Eso conduce a la activacion de la cascada de las
caspasas (Quirk et al.,, 2004). En las células de los foliculos, las caspasas
pueden ser activadas por dos vias: 1) receptores de superficie Fas/FasL, y 2)
proteinas de la familia Bcl-2 (Rosales y Guzman, 2008; Greenaway et al.,
2004).

B. RELACION DE VEGF CON HORMONAS PROTEICAS Y
ESTEROIDES

Recientemente, se ha observado una relacion interesante entre VEGF y sus
receptores con hormonas protéicas y esteroides, la cual ha sido asociada con
el crecimiento de los foliculos desde primarios hasta preovulatorios, y

posteriormente con el cuerpo luteo.

Danforth et al. (2003) observaron que la aplicacion directa de la proteina
recombinante de VEGF a los ovarios de ratas inmaduras incrementa el numero
de foliculos preantrales, y que dicha respuesta es dosis dependiente, donde
una dosis de 500 ng tuvo una respuesta favorable comparada con 1000 ng.
Ademas,se observd una respuesta similar cuando se aplicaron 50 pg de
estrogenos, en ambos casos hubo un incremento de un 75-100% de foliculos

primarios y secundarios en las ratas.

Existen evidencias de la relacion de VEGF con las gonadotropinas,

Navindranath et al. (1992) realizaron un estudio donde aplicaron un potente
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antagonistas de GnRH y observaron que la expresion de RNAm de VEGF
disminuye, lo cual permite pensar que la produccion de VEGF depende de
gonadotropinas durante el ciclo ovarico. Quintana et al.(2001) demostraron la
produccion de VEGF en células de la granulosa en respuesta a FSH, LH
yhCG.

Barboni et al. (2000) realizaron un tratamiento en cerdas con inyeccion
intramuscular con 1250 Ul de eCG; después de 30 h de la aplicacion se
observo una elevacion de los niveles de VEGF en las células de la granulosa
en los foliculos mayores de 5 mm de diametro. Posteriormente, Mattioli et al.
(2001) confirmaron que eCG estimula la produccion de VEGF en las células de
la granulosa de cerda después de 40 h de aplicacion intramuscular del
tratamiento, mientras que las células de la teca mantienen niveles constantes
de RNAm, independientemente del tamafio folicular o la estimulacion

hormonal.

En el caso de los receptores VEGF-R1 y VEGF-R2, Shimizu et al. (2003a)
observaron que tras una inyeccion de eCG en cerdas se incrementaba la
expresion de RNAmM de ambos receptores, tanto en foliculos pequefios
(<4mm), como en medianos (4-5mm) y grandes (>5mm). Posteriormente, en
otro estudio de Shimizu et al. (2003b), inyectaron fragmentos del gene de
VEGF en la zona medular del ovario junto con la aplicacion de eCG en cerdas,
encontrandose que el numero de foliculos mayores de 5mm se incrementaba,

mientras que con la administracién sola de eCG el incremento era menor.

En el caso de hCG, Christenson y Stouffer (1997) observaron en células de la
granulosa de mono en cultivo, que la produccion de VEGF aumentaba
considerablemente cuando el cultivo era enriquecido con 100ng/ml de hCG

comparado con el grupo control.

Ademas, dicha produccion era mayor en células de la granulosa luteinizadas,
con la misma dosis de hCG. Neulen et al. (1998) observaron que después de
siete dias de la aplicacion de hCG en células de la granulosa de humano en

cultivo aumenta la expresibon de RNAm de VEGF. Lo cual también fue

33



observado por Hazzard et al. (1999) en células de la granulosa de macaco y

también por Gomez et al. (2004) en células de la granulosa de rata.

Los hallazgos fueron similares a los observados por Barboni et al. (2000) en
cerdas con posterioridad a la inyeccion de hCG. Quintana et al. (2001),
realizaron un experimento en células de la granulosa en cultivo aplicando hCG
y notaron que la produccion de VEGF en dichas células aumenté en relacion al

grupo control.

En un estudio en cerdas realizado por Barboni et al. (2000), tras la
administracion de hCG indujo una marcada elevacion de VEGF que
posteriormente se redujo en la cavidad folicular, lo que causa una reduccion en
los niveles de RNAm de VEGF en las células de la granulosa sin afectar a las
células de la teca. GOémez et al. (2003) observaron que en células de la
granulosa de rata la expresion de VEGF se incrementaba con posterioridad a

las 48 horas del tratamiento con hCG.

En cuanto a las hormonas esteroides, se ha encontrado que la progesterona
estimula la expresion de VEGF en el utero de rata (Koos, 1995), asi como en
células cancerosas, Shimizu y Miyamoto (2007) demostraron que progesterona
estimula la expresion de VEGF-120 y su receptor VEGF-R2, e inhibe la
expresion de RNAm de VEGF-164 en células de la granulosa en cultivo. Los
estrogenos también estimulan la expresion de VEGF en utero de rata (Koos,
1995). Se sabe que los estrégenos estimulan la expresion de RNAm de VEGF
en las células de la granulosa in vivo e in vitro de bovino (Shimizu y Miyamoto,
2007).
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ll. JUSTIFICACION

El destino de los foliculos puede cambiar de acuerdo a la presencia o0 ausencia
de gonadotropinas (LH, FSH) o de otros factores como estradiol e inhibina.
FSH es esencial para inducir el crecimiento de los foliculos. Posteriormente los
niveles de FSH caen durante la seleccion del futuro foliculo dominante, dicha
disminucién se debe a que el liquido folicular contiene inhibina y estradiol, que
son capaces de inhibir la liberacion de FSH en la hipofisis y con ello evitan el
desarrollo y producen la atresia de los foliculos que no fueron seleccionados

como dominantes (Garcia et al., 2001; Hernandez et al., 2004).

Durante la seleccion se ha observado que el foliculo dominante posee una
vascularidad mayor en las células de la teca, que los foliculos subordinados de
la misma cohorte. El desarrollo vascular provee al foliculo de un suministro
preferencial de factores de crecimiento, gonadotropinas, oxigeno, precursores
esteroides y otras sustancias necesarias para su desarrollo (Zimmerman et
al., 2001).

El desarrollo vascular, depende de la expresion de factores que lo promuevan,
entre los que destaca el Factor de Crecimiento Endotelio Vascular (VEGF)
(Redmer y Reynolds, 1996). VEGF ha demostrado ser fundamental en el
reclutamiento (Zimmerman et al., 2001), la seleccion (Shimizu et al., 2007a)y la
dominancia de los foliculos (Grazul-Bilska et al., 2007), asi como en la
formacion del cuerpo luteo (Berisha et al., 2000a)y su ausencia o la
disminucién de su expresion esta relacionado con la presentacion de la atresia
folicular (Kaczmarek et al., 2005).Aun cuando se sugiere que se requiere de la
accion combinada de FSH y VEGF para que los foliculos se mantengan
alejados de la atresia folicular, se desconoce si la eliminacion de la
produccion de uno de estos dos factores afecta directamente la produccion del
otro.Por lo anterior, en este trabajo nos propusimos conocer las diferencias en
el patron de expresion de VEGF vy sus receptores entre foliculos dominantes
del dia del estro y dominantes del dia 6 del ciclo estral y dia 6 del ciclo en fase

inicial de atresia provenientes de vacas.
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IV. HIPOTESIS

La aplicaciéon de liquido folicular en vacas produce en los foliculos dominantes
una disminucion en la expresion del RNAm del Factor de Crecimiento Endotelio
Vascular y de sus receptores: VEGF-R1, sVEGF-R1 y VEGF-R2.

V. OBJETIVOS

a. Objetivo General

Conocer la expresion del RNAm de VEGF y sus receptores y evaluar los
cambios ocasionados en la expresion de estos genes por efecto de la fase de

dominancia en la que se encuentre el foliculo.

b. Objetivos Especificos

Conocer la expresion de VEGF y sus receptores en foliculos dominantes del

dia del estro.

Conocer la expresiéon de VEGF y sus receptores en foliculos dominantes del

dia 6 del ciclo estral.

Conocer la expresion de VEGF y sus receptores en foliculos dominantes del

dia 6 cuya atresia se indujo por la aplicacion de liquido folicular.

Comparar la expresion de los RNAm de VEGF y sus receptores entre los tres
tipos de foliculos dominantes (dia del estro, dia 6 del ciclo estral y dia 6 del

ciclo en fase inicial de atresia).

36



VI. MATERIAL Y METODOS
Lugar de realizacion

El estudio se realiz6 en el campo experimental “Las Margaritas” del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP), ubicado en
Hueytamalco, Puebla. Asi como en el Departamento de Reproduccion de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad
Nacional Autbnoma de Mexico (UNAM), y en el laboratorio de Bioquimica de la
Reproduccién de la Unidad Xochimilco de la Universidad Autonoma
Metropolitana (UAM-X).

Obtencién de Liquido Folicular Libre de Esteroides

El liquido folicular se colecté de ovarios de vacas sacrificadas en un rastro
local. Posterior al sacrificio los ovarios se transportaron sobre hielo al
laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion de la UAM-X, el liquido se
obtuvo por puncién con una jeringa de 5 ml de los foliculos mayores de 8 mm
de cada ovario.Se puncionaron los foliculos necesarios hasta obtener un total
de 150 ml de liquido.

El liquido folicular se proces6 de acuerdo al método descrito por Hernandez et
al. (1997),como sigue: se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4 °C
para la separacion de detritos. Se separé el sobrenadante y con el fin de
remover las hormonas esteroides se le adiciondé 10 mg/ml de carbén activado y
0.1 mg/ml de dextrdn. Se mantuvo en agitacion magnética por 1 hora y se
centrifugd a 12000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, para separar las partes de
carbon y dextran.

El proceso de centrifugacion se repitié 4 veces y finalmente el sobrenadante se
filtré con papel filtro del numero 1. Al liquido folicular obtenido de esta forma se
le adicionaron 100 Ul/ml de penicilina G, y se conservd en congelacién a -20

°C hasta su uso.En la figura 3 se representa el disefio experimental realizado.
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Esquema de Sincronizacion de la Ovulacion
En trabajo se realiz6 con 15 vacas cruza de cebu distribuidas en 3 grupos
con 5 animales cada uno y sincronizados de acuerdo a lo que se muestra en la
figura 4. El grupo D6 incluyod vacas ovariectomizadas el dia 6 del ciclo estral; en
el grupo D6LF,vacasque fueron tratadas con 10 ml de liquido folicular libre de
esteroides, cada 8 horas el dia 5 del ciclo estral y ovariectomizadas el dia 6 y
el grupo Estro, fueron vacas ovariectomizadas el dia del estro, 12 horas

después de la aplicacion de GnRH.

Grupo D6
| CIDR I ] GNRH
1 /
Dia | t Dia 8 Dia 10 Dia2 Dia4 " Dia 5 Dia 6
Dia7
PGF2a
Grupo D6LF
| ( \
CIDR I GNRH
/ 3
Dia | t Dia 8 Dia 10 Dia 2 Dia4 D5

Dia 6

Grupo Estro

| cor—

Dia | t Do D 12

Dia 9 Dia0
PGF2a Muestras
Sangre

Figura 4. Esquema de Induccion de Ovulacion. Progesterona: CIDR, Pfizer (Progesterona al
10%, 1.9 g). PGF2a: Prosolvin C (Cloprostenol, 250 mcg). GnRH: Conceptal, Intervet
(Buserelina, 0.010 mg). LFLE: Liquido Folicular Libre de Esteroides (10 ml cada 8 horas).
Ov: Ovariectomia unilateral.
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Muestras de Sangre

A los animales de los grupos D6 y D6LF se les tomaron muestras de sangre
cada 24 horas de la vena coccigea con el uso de tubos BD-Vacutainer a partir
del segundo dia del estro hasta el cuarto dia, en el quinto dia las muestras
fueron tomadas cada 8 horas y una muestra mas en el sexto dia previo a la
ovariectomia. A los animales del grupo Estro se les tom6 una muestra previa a
la ovariectomia. Las muestras de sangre obtenidas de los animales fueron
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos, para obtener el suero, el cual

se mantuvo a -20°C hasta la determinacion de Progesterona.

Ovariectomia

En todos los animales del estudio se identifico el foliculo dominante de interés
por medio de ultrasonografia, una vez identificado se procedida realizar la
ovariectomia unilateral via vaginal. Para la obtencion de los ovarios, los
animales fueron tratados con xilacina al 2% (0.1 mg/kg) por via intramuscular y
5 ml de lidocaina por cada 450 kg de peso via epidural. Previo a la cirugia se

lavé y rasuro la region perianal de los animales.
Tratamiento del Foliculo Dominante

Los ovarios se recibieron en un amortiguador de fosfatos (PBS) preparada con
agua tratada con dietil pirocarbonato(DEPC) (0.01M. pH 7.4).Se realiz6 un
esquema del ovario recuperado de cada animal y se corté con un bisturi la
parte del ovario donde se encontr6 el foliculo de mayor tamafio (foliculo
dominante). Los trozos de ovarios se lavaron dos veces con PBS-DEPC e
inmediatamente fueron expuestos a vapores de nitrégeno hasta observar que
el tejido estaba congelado, luego se colocaron en viales identificados con el
numero de animal y se almacenaron en nitrégeno liquido a -196°C, hasta que

se procedio a realizar los cortes y la extraccion de RNA.
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Extraccion de RNA

Para la extraccidon de RNA se siguieron las indicaciones delestuche comercial
obtenido para el aislamiento de RNA de tejidos congelados (Pinpoint Slide RNA
Isolation System 1, Zimo Research, Orange, Ca., numero de catalogo
R1003).Se realizaron cortes del foliculo dominante de 20 um de grosor con un
criostato a -20 °C (Cryo Cut Il, American optical, U.S.A.). Los cortes se fijaron

sobre porta-objetos, los cuales fueron identificados con el nimero de animal.

Las laminillas se pusieron a secar a 60°C por 30 minutos y luego fueron
sumergidas en etanol al 95% por 1 hora para fijar el corte. Posteriormente, las
muestras se pusieron a secar por 30 minutos a temperatura ambiente ybajo el
microscopio estereoscopico se aplicé con un pincel la solucién PinPoint en el
contorno externo de los foliculos. La solucién PinPoint consiste en una pelicula
gue se extiende sobre el tejido que esta en la laminilla y permite, con el uso de

una hoja de bisturi, para separar el tejido de interés.

Se dej6 secar la muestra cubierta con la solucion de PinPoint por 30 a 45
minutos a temperatura ambiente. Luego con el uso de un bisturi,se removio el
tejido cubierto con la solucion PinPoint y se transfirié a un tubo eppendorf de
1.5 ml. Se colocaron 20 cortes de cada foliculo dentro de cada tubo. Los tubos
se centrifugaron brevemente a 10000 rpm para formar un botén con la muestra.
A cada tubo se le agregaron 200 pl de amortiguador de extraccion de RNA y
se resuspendid pipeteando varias veces hasta ver el tejido disuelto. Luego se
incubaron por 30 minutos, agitandose vigorosamente cada 5 minutos. Se
agregaron 200 ul de etanol al 100% a cada muestra y se incubaron por 10
minutos en hielo. Posteriormente se transfirio cada muestra a una columna de
extraccion ensamblada sobre un tubo colector y se centrifugaron a >10000 rpm

por un minuto, se desechd lo filtrado y se repetio este paso.

La columna se transfiri6 a un tubo nuevo de 1.5 ml libre de RNAsas y se
agregaron 8 pl de amortiguador de eluciébn de RNA, directamente a la
membrana de la columna. Los tubos se centrifugaron a >10000 rpm por un

minuto para eluir el RNA, este paso se repiti6 agregando 6 ul de amortiguador
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de elucion, para obtener un volumen final de 14 ul, el RNA total obtenido fue
almacenado a -70 °C para su uso posterior. EI RNA total se cuantificO por
espectrofotometria a longitudes de 260 y 280 nm, para verificar que no habia
contaminacion por otras moléculas,ademas se observo la integridad del RNA

por electroforesis en un gel de agarosa al 2%.
Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se utilizd el estuche comercial SuperScript Il First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technology, NY, USA,
namero de catalogo: 18080-051) y se siguieron las indicaciones para su uso.
La reaccion se realizé con 400 ng de RNA total, 1 ul de Random hexamers (50
ng/ul), 1 ul de dNTP Mix y se ajusté a 10 ul con agua estéril. La mezcla anterior
de incubd a 65°C por 5 minutos y se colocé en hielo por al menos 1 minuto. Se
prepard la mezcla para la sintesis de cDNA, agregando cada componente de
acuerdo al siguiente orden: 2 ul de 10x RT Buffer, 4 ul de 25 mM de MgCly, 2 pl
de 0.1 M DTT, 1 ul de RNasa Out (40 U/ul) y 1 pl de Super Script lll RT (200
U/ul). Se juntaron ambas mezclas y se dejo incubar por 10 minutos a 25°C y
luego por 50 minutos a 50°C. Las reacciones se terminaron por calentamiento a
85°C durante 5 minutos. Las muestras se colocaron en hielo y luego se

almacenaron a -70°C hasta su uso.
Oligos y Sondas para la identificacion de los diferentes genes

Se verifico la amplificacién de cada uno de los genes, primero por la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final y posteriormente se
realiz6 el analisis cuantitativo del RNAm de VEGF120, VEGF164 y los
receptores VEGF-R1, sVEGF-R1, VEGF-R2 por la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo real (QPCR). Las secuencias de todos los
genes fueron obtenidas a partir de las bases de datos del GenBank.Los oligos
y sondas se disefiaron con el software Primer Express ver. 2.0 (Applied
Biosystems).Para ello se ubicaron las secuencias de exones de cada isoforma
de VEGF y de los receptores de acuerdo a las variantes alternativas de cada

uno.Las secuencias de oligos y sondas asi como su clave de acceso en el
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GenBank vy tamafio del amplicon para cada gen se muestran en el cuadro 3.
En figura 5 se presentan la ubicacion de los oligos y sondas en las isoformas
de VEGF-120 y VEGF-164 y para los receptores de VEGF en la figura 6.

Cuadro 3.0ligos y sondas utilizadas para PCR-Tiempo Real.

Gen Identificacion en | Sentido | Secuencia Amplicon
GenBank

VEGF- NM_1742216 Forward | GAGATGAGCTTCCTACAGCATAACAA | 85 pb
120 Reverse | GCCTCGGCTTGTCACATTTTT

Sonda | TGTGAATGCAGACCAAAA
VEGF- Gi:27806356 Forward | AATGCAGACCAAAGAAAGATAAAGC 69 pb
164 Reverse | GCTTTCTCCGCTCTGAGCAA

Sonda | AGGCAAGAAAATCCCTGTGG
VEGF- NW_001493038 Forward | ATGCGAGCACCCGAGTATG 65 pb
R1 Reverse | TCTTTGTGCCAGCAGTCCAA

Sonda CTGAAATCTACCAGACCAT
SVEGF- | NW_001493038 Forward | CATTAGAGGTGAGCACTGCAACA 68 pb
R1 Reverse | TTCCTCGTGCTTTTAAATTTGGA

Sonda | AAAGGCTGTTTTCTCTCG
VEGF- | X94298 Forward | CATGGGCTCCGTTCTTTATGTGTAT 75 pb
R2 Reverse | GCTGGTCGCTAACAGAAGCAATAA

Sonda | CTGAAATCTACCAGACCT

VEGF120 Sonda
For Rev
VEGF164
Sonda

For _ Rev

Figura 5. Ubicacion de oligos y sonda de las isoformas de VEGF.
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VEGF-R1 - -
Sonda

—_—
Exon 1 Exdn 2 Exdn 3 Exdn ... Exon 24 Exdn 25 Exdn 26
| For | | Rev
VEGF-R2
Exén 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exén 13 Exon... Exon26
m——————
For Rev

sVEGF-R1
| Sonda I

Exén 1 > exon2 D> Exén3 Ex6n ... \> Ex6n13 ) Intrénl3 > Exén 14

[ For | | Rev |

Figura 6. Ubicacién de oligos y sondas de los receptores de VEGF.

Amplificacion y purificacion de fragmentos de los genes para la

realizacion de una curva estandar

Con el propésito de hacer cuantitativa la reaccion de gPCR se siguio la
metodologia de acuerdo a Tricarico et al.( 2002), en la cual se describe la
obtencion por PCR de fragmentos génicos, cuya concentracion se calcula
mediante espectrofotometria, con el objeto de utilizarlos posteriormente en la
PCR de tiempo real para realizar una curva estandar que permitird cuantificar
las copias de RNAm de cada gen presentes en las muestras. Para obtener los
fragmentos de los distintos genes se realizé una PCR Punto Final utilizando
los oligos previamente descritos, de acuerdo a la siguiente reaccion: 5 ul de
cDNA, 2 ul de sonda (5 uM) +oligos (18 uM de cada uno de ellos), 15 ul de
PCR Mix (Applied Biosystems) y 8 ul de H,O para obtener un volumen final de
30 ul, dicha mezcla se hizo para cada uno de los genes por duplicado, y una
mas sustituyendo los 5 ul de cDNA por H,O para tener un control negativo, las

muestras anteriores se colocaron en un termociclador Mastercycler gradient
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(Eppendorf, Germany) con las siguientes condiciones: un ciclo a 94°C por 3
minutos; 40 ciclos a 94°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto, asi como un

ciclo de extension final a 60°C por 5 minutos.

Se corrio un gel de agarosa al 2 % con el producto de la PCR de cada gen. Se
cargaron 25 ul del producto de PCR, 5 ul de amortiguador de muestra (0.25%
de azul de bromofenol, 0.25% de xilen cianol y 15% de ficoll en agua) y 5 ul de
Bromuro de Etidio para obtener un volumen final de 35 ul. El marcador de peso
molecular fue Tracklt 50 bp DNA Ladder (Invitrogen). El gel se dejo correr por 1

hora a 80 volts/50 miliamperios.

El gel se visualizé en un transiluminador BioChemi Darkroom (UVP Bioimaging
Systems) para observar las bandas y se procedié a cortar las bandas del gel
que coincidian con el tamafio del amplicon de cada isoforma y receptor. Los
productos obtenidos en la rebanada de gelse extrajeron con el estuche
comercial QIAquick gel extraction (Qiagen, numero de catalogo 28704) de

acuerdo al siguiente protocolo:

1. El gel cortado se peso y se colocaron tres voliumenes del buffer QG por
volumen de gel.

2. Se dej6 incubar a 50°C por 10 minutos, y se disolvié el gel agitando
cada 3 minutos durante la incubacion.

3. Se agreg6 un volumen de isopropanol por volumen de gel y se mezclé.

4. La mezcla anterior se coloc6 en una columna Quiaquick con un tubo de
coleccion de 2 ml y se centrifugd por un minuto.

5. Se desecho lo filtrado y se agregaron nuevamente a la columna 0.5 ml
de buffer QG y se centrifug6 por un minuto (con la finalidad de remover
por completo trazas de agarosa).

6. Para lavar la columna, se agregaron 0.75 ml de buffer PE y se centrifugo
por un minuto.

7. Se desechd lo filtrado y se centrifug6 por un minuto a 13000 rpm.

8. Para eluir el DNA se coloco la columna sobre un tubo de coleccion
nuevo de 1.5 ml y se agregaron 50 ul de buffer EB, centrifugandose por

un minuto.
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Una vez purificadas las muestras se midieron en el espectrofotometro para
calcular su concentracion. Se tomaron lecturas a 260 nm y se utilizé la
siguiente férmula.

[ ]englul x (6x10%)

Pares de bases del amplicén x 660

El resultado final de la ecuacion es el nimero de copias de cada gen por
microL. Se realizaron entonces los calculos para hacer una curva estandar con
valores desde 1x10° hasta 1x10'° copias que se utilizarian posteriormente en la

PCR de tiempo real.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real

Con el fin de establecer la concentracion de las muestras de cDNA adecuada
para el proceso de amplificacién, se realizé una titulacion usando diluciones del
cDNA desde 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000, y se determiné que se usaria la dilucién

1:10 para cada gen.

Para la realizacion de la PCR tiempo real se realiz6 la siguiente mezcla: 9ul del
cDNA obtenido del foliculo dominante (dilucion 1:10), 10 ul de la mezcla
TagMan Universal Master Mix, no AmpErase (Applied Biosystems), 1ul de
sonda Tagman +oligos del gen de interés; para obtener un volumen final de 20
ul. Las muestras se colocaron en un termociclador de tiempo real, AbiPrism
7000 (Applied BioSystems) con las siguientes condiciones: un ciclo inicial a
50°C por 2 minutos y 95°C por 10 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y

60°C por 1 minuto; un ciclo mas a 60 °C por 5 minutos.
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Radio Inmuno Ensayo

Para la determinacion de Progesterona se tomaron 100 ul del suero obtenido
de las muestras de sangre de los animales, para la realizacion de RIA en fase
solida (Coat-a-Count, Siemens). Con una sensibilidad analitica de 0.02 ng/ml y

con un coeficiente de variacion intraensayo de 8.89%.
Analisis Estadistico

Los resultados para los receptores de VEGF (VEGF-R1, sVEGF-R1 y VEGF-
R2), asi como de las isoformas (VEGF-120 y VEGF-164) son representados
como logaritmo natural del nimero de copias. Los datos se analizaron por
medio de un Andlisis de Varianza, los datos estan expresados como media +
Desviacion Estandar y lacomparacion de medias entre grupos se realizd por
prueba de t de Student. Valores de P<0.05 son considerados como
estadisticamente significativos. Los andlisis estadisticos fueron realizados con

el Software GenStat version 12.0 (VSN International).
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VIl.  RESULTADOS

Concentracion de progesterona

Las concentraciones de progesterona obtenidas de cada uno de los animales

fueron utilizadas para conocer el estado fisiologico de los animales del D6,

D6LF y estro.

Expresion de las isoformas de VEGF

La expresion del RNAm de las isoformas de VEGF se muestra en la figura 7.

La expresion de RNAm de VEGF-120, no mostré diferencias por efecto del
tratamiento (p>0.05) (D6= 7.7+0.42; D6LF=7.45+0.42; Estro=7.032+0.42).

En cambio, la expresion
de VEGF-164 si mostro
diferencias  significativas
por efecto del tratamiento
(p<0.05).

La mayor expresion del
RNAm de VEGF-164 se
encontr6 en el grupo
D6LF(8.36410.4), y la
menor en el grupo de Estro
(6.313+0.45).
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Figura 7. Expresion de RNAm de VEGF-120 y VEGF-164 de
los grupos D6, D6LF y Estro. Letras diferentes representan
diferencias significativas P<0.05.
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Expresion de receptores de VEGF

La expresion de RNAm de los receptores de VEGF se representa en la figura 8.
De acuerdo a la expresion de RNAm de VEGF-R1 se puede observar que no
hubo diferencias significativas (p>0.05) entre los animales D6 y D6LF
(D6=8.552+0.6; D6LF=8.211+0.6), mientras que el grupo Estro mostré una

disminucién significativa en la expresion de este receptor (Estro= 4.591+0.6).

En la expresion del RNAm de VEGF-R2 no existieron diferencias significativas
entre los grupos D6 y D6LF, mientras que la concentracion de RNAmM
disminuy6 de manera significativa (p<0.05) en el grupo Estro (D6=8.478+0.74;
D6LF=9.195+0.74 vs Estro= 5.352+0.74) .

La expresion del receptor soluble sVEGF-R1 se incrementé de forma
significativa entre los foliculos dominantes del grupo D6, los del grupo D6LF y
Estro (15.223+0.17, 15.827+0.17 y 16.357+0.17), respectivamente.
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Figura 8. Expresion de RNAm de los Receptores VEGF-R1, VEGF-R2 y sVEGF-R1 de los
grupos D6, D6LF y Estro. Letras diferentes representan diferencias significativas P<0.05.

48



VIl.  DISCUSION

En este trabajo se presenta la expresion del RNAm de VEGF-120, VEGF-164,
VEGF-R1, VEGF-R2 y sVEGF-R1, asi como las diferencias en el patron de
expresion entre foliculos dominantes del dia del estro y del dia 6 del ciclo y
foliculos dominantes en etapa temprana de atresia.Este es el primer trabajo
donde se reporta la expresion del receptor soluble sVEGF-R1 en foliculos de
bovino, asi mismo la co-expresiéon de VEGF-R1 y VEGF-R2 en foliculos de

bovino bajo condiciones in vivo.

Diversos autores han demostrado la expresion del RNAm de VEGF en foliculos
de varias especies, asi como en el cuerpo luteo. A diferencia de la informacion
relativamente extensa que se tiene sobre VEGF, tanto del mensajero como de
la proteina, la disponible sobre la expresion de las diferentes isoformas y la
funcion que cada una de ellas desempefia en la dindmica ovarica es

sumamente escasa.

Los resultados de este trabajo muestran que la expresién del RNAm de VEGF-
120 no fue diferente entre foliculos dominantes del dia del estro y los del dia 6
sanos o atrésicos. De acuerdo a la literatura, un foliculo dominante del dia del
estro mantiene un nivel estrogénico alto, al igual que un foliculo dominante del
dia 6 del ciclo, lo que algunos autores han llamado estrégeno activo con una
relacion E2/P4 >1 (Grazul-Bislka et al., 2007), mientras que los foliculos del
grupo D6LF como fuente de inhibina cabria esperar que fueran estrégeno
inactivo E2/P4 <1, con dominancia de progesterona en el ambiente folicular; de
acuerdo a esto, podemos decir que en nuestro trabajo el ambiente estrogénico
0 progestacional de los foliculos pudo haber influido en la expresién de
VEGF120, lo cual difiere de lo reportado por Shimizu et al. (2007a), quienes en
un estudio in vitro, realizado con células de la granulosa procedentes de
foliculos post-seleccionados de bovino (foliculos 11-19 mm de diametro)
encontraron que la expresion de RNAm de VEGF-120 fue mayor que en los
pre-seleccionados (7-8.5 mm de diametro) ademas, observaron que la

aplicacion de 1 ng/ml estradiol a los cultivos de células de la granulosa
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estimulé la expresion de RNAm de VEGF-120. Estos autores, también
reportaron que la expresion del RNAm de VEGF-120 es estimulada por FSH,
ya que la adicion de 10 ng/ml de esta hormona al cultivo de células de la
granulosa aument6é considerablemente su expresion, este udltimo hallazgo
tampoco concuerda con lo que nosotros encontramos, ya que en los foliculos
del dia 6 en etapa de atresia temprana se esperaria que hubieran sido menos
estimulados por FSH que los que no fueron tratados, sin embargo, la expresion
de VEGF-120 no mostr6 cambios, por lo cual, la expresion de VEGF-120

podria no esta relacionada con el estado fisiolégico del foliculo.

En otro estudio reportado previamente por Shimizu et al. (2003b), en el cual se
les inyect6 a cerdas fragmentos del gen de VEGF directamente en el ovario (10
ug/ovario), junto con la aplicacion de eCG (500 Ul), encontrando que la
expresion de VEGF-120 fue mayor en las células de la granulosa de los
animales a los que se les aplicé eCG. Otro estudio(Lijima et al., 2005) reveld
gue la inyeccion del gen de VEGF-120 intraperitoneal en ratas estimula el
namero de foliculos antrales sanos y disminuye la atresia folicular, ademas se
observé que en el grupo al que se inyect6 el gen de VEGF-120 (0.8 pg/kg), se

elevaron las concentraciones séricas de estradiol con respecto al grupo control.

A diferencia de la isoforma 120, en la expresion del RNAmM de VEGF-164 de
los foliculos dominantes del dia 6 del ciclo, si hubo un efecto significativo del
estado fisiologico del foliculo dominante. Existen datos donde la aplicacion de
liquido folicular inhibe el desarrollo e induce atresia folicular (Moser et al., 1989;
Lee et al., 1993; Bleach et al., 2001). Si asumimos que esto ocurrid en nuestro
experimento, podemos pensar que la mayor expresion de VEGF-164 que
observamos en los foliculos del dia 6 en estado de atresia temprana, es

consecuencia de la atresia que se les ocasiona.

Los foliculos que entran al proceso de degeneracion por atresia, van perdiendo
su capacidad para producir estradiol, en principio por la menor produccion de
aromatasa y posteriormente por la muerte paulatina de las células de la
granulosa (Rosales-Torres et al., 2000). Esta situacién provoca la dominancia

de progesterona sobre el estradiol en el ambiente folicular. Contrario a lo que

50



nosotros reportamos, Shimizu y Miyamoto (2007) demostraron que la adicion
progesterona a cultivo de células de la granulosa de bovino, ocasiona la
disminucién de la expresion de RNAm de VEGF-164, esta discrepancia podria
ser explicada de acuerdo a las condiciones in Vitro a las que fueron sometidas

las células de la granulosa.

En otro estudio in vitro realizado por el mismo autor (Shimizu et al., 2007a),
con células de la granulosa de foliculos de bovino categorizados como post-
seleccionados (foliculos de 11-19 mm de diametro, estrégeno dominantes), se
encontré que la expresién de VEGF-164 fue mayor que en los del grupo pre-
seleccion (foliculos de 7-8.5 mm de didmetro, progesterona dominante) y que el
enriquecimiento del medio con estradiol (dosis de 1 a 100 ng/ml) no modifico la
expresion de VEGF-164, ésta solo se mostro ligeramente elevada cuando
ademas se afiadio 1 ng/ml de FSH lo cual quiere decir que se requiere de la

accion sinérgica entre FSH y estradiol para la expresion de VEGF164.

En un estudio previo realizado por Shimizu et al. (2003b), en el cual se
inyectaron fragmentos del gen de VEGF (10 pg/ovario) en el ovario de cerdas
junto con una dosis de 500 Ul de eCG, la expresion de VEGF-164 demostro
ser regulada positivamente por gonadotropinas como FSH. Lijima et al. (2005),
de forma similar, inyectaron fragmentos del gen de VEGF-164 de forma
intraperitoneal en ratas a razéon de 8 ug/kg y notaron que el tratamiento
incrementd el numero de foliculos antrales sanos y disminuyé la cantidad de
foliculos atrésicos. Similarmente en cultivos de células de la granulosa de
bovino, Shimizu y Miyamoto (2007) demostraron que la adicion de 1 ng/ml de
progesterona al medio de cultivo no afecto la expresion de VEGF-164 en las
células de la granulosa, mientras que al aumentar la dosis al0 ng/mi
progesterona, la expresion de RNAm de VEGF-164 disminuyo
significativamente, y cuando el medio tenia 10 ng/ml de progesterona mas 1
ng/ml de estradiol, la expresion de VEGF-164 aumento, lo que parece indicar
que la expresion de RNAm de VEGF-164 esta regulada por los esteroides
gue los foliculos producen en los diferentes estados fisiologicos del desarrollo

folicular.
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Los resultados de los autores citados indican una asociacion entre la
progesterona y la expresion de VEGF-164, sin embargo nuestros resultados
indican que los foliculos que asumimos como atrésicos por el tratamiento de las
vacas con liquido folicular 24 horas antes de la ovariectomia ocurrida en el dia
6 del ciclo ylos cuales se esperaria estuvieran bajo un ambiente folicular de
progesterona, la expresion de VEGF-164 fue significativamente mayor que en
los ovarios obtenidos del dia 6 sin tratamiento y de los del dia del estro, en los
cuales se asume un ambiente de dominancia del estradiol. Esta discrepancia
puede ser debida a las secuencias a partir de la cual se disefiaron los oligos.
La secuencia de los oligos disefiados se ubican en el exon 4 para el primer
sentido y entre los exones 5y 7 del gen de VEGF para el primer antisentido,
con lo cual se pueden amplificar las isoformas VEGF-164a que tiene efecto

angiogénico y VEGF-164b con efecto antiangiogénico.

Recientemente se ha demostrado que el origen de las isoformas angiogénicas
y antiangiogénicas de VEGF es debido a que el exdén 8 da origen a dos sub-
exones, exon 8a que da origen a las isoformas angiogénicas en el sitio de corte
distal en el exdén 8, y el exdn 8b que da origen a las isoformas antiangiogénicas
en el sitio de corte distal del exon 8 (Nowak et al., 2008). Se ha reportado que
en foliculos atrésicos disminuye de forma importante la irrigacion folicular
(Grazul-Bilska et al., 2007), lo cual podria deberse a una mayor expresion de
las isoformas antiangiogénicas de VEGF, mas que a la disminucion de VEGF
total, como han reportado algunos autores (Taylor et al., 2007; Redmer y
Reynolds et al., 1996). Para amplificar sélo la isoforma angiogénica, el oligo
antisentido debié ser disefiado en la secuencia de la parte proximal del exén 8,

la cual es una fraccion exclusiva de esta variante de la isoforma.

Otra posible explicacion a la mayor expresion de VEGF-164 en los foliculos
dominantes en atresia temprana, es que probablemente la aplicaciéon del
liqguido folicular provoco la atresia folicular al disminuir la irrigacion
sanguinea,como suele ocurrir en foliculos de esta condicibn (Redmer y
Reynolds et al., 1996). La pérdida de irrigacién provoca hipoxia, la cual en

principio por intermediacion del factor inducible por hipoxia (HIF), provoca el
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estimulo para la mayor expresion de VEGF. Se conoce que existe una fuerte
relacion entre la disminucion en la presion de oxigeno en el liquido folicular,
los niveles de produccion de VEGF y el desarrollo de la red sanguinea de un
foliculo (Bianco et al., 2005), sin embargo cuando el foliculo no logra reponer
su red vascular seguird avanzando en el proceso de la atresia hasta la muerte

de todas sus células.

Aun cuando se desconoce la expresion de cada isoforma de VEGF durante la
transicion del foliculo dominante a cuerpo luteo, se tiene alguna informacion
sobre VEGF total. Robinson et al. (2007) realizaron un estudio en foliculos
preovulatorios de bovino, reportando que la proteina de VEGF antes del pico
de LH tenia una concentracién menor, dicha concentracion podria deberse a la
necesidad de regular el flujo sanguineo en el foliculo para evitar una
hemorragia durante la ovulacién, recuperando inmediatamente la expresion de
VEGF para la formacion del CL. A este respecto Chowdhury et al. (2009)
demostraron, en foliculos dominantes de oveja, la disminucién en la expresion
del RNAmM y de la proteina de VEGF antes del pico de LH, con una baja
expresion y que se elevadurante el pico de LH. El periodo de transicion,
aunque corto, con disminucién de la expresion de VEGF, sera seguido de un
periodo de intensa angiogénesis, que inicia con cambios bioquimicos y

morfologicos después de la oleada de LH (Reynolds y Redmer, 1999).

Se sabe que los efectos de VEGF estan mediados principalmente por dos
receptores: VEGF-R1 y VEGF-R2. Se conoce que VEGF-R1 es un receptor con
alta afinidad hacia su ligando, algunos autores le han llamado receptor
decorativo porque atrae a VEGF, pero tiene baja actividad bioldgica, sin
embargo por su alta afinidad reduce la disponibilidad de VEGF para ligarse a
VEGF-R2 (Kaczmarek et al., 2009). VEGF-R2 tiene baja afinidad (Kd de 75-
125 pM, Ferrara, 1999) para VEGF, menor que VEGF-R1(Kd de 10-30 pM,
Berisha et al., 2000a), sin embargo es considerado como el principal mediador
de los efectos mitogénicos, angiogénicos y de permeabilidad vascular de VEGF
(Kaczmarek et al., 2009).
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La expresion del RNAm de VEGF-R1 y VEGF-R2 ha sido demostrada en
células de la granulosa de bovino en cultivo (Einspaner et al., 2002) y en
foliculos ovéricos fetales de bovino (Yang y Fortune, 2007). En foliculos de
rastro, Berisha et al. (2000b) observaron que en las células de la teca de los
foliculos considerados como dominantes, debido a la concentracion de
estradiol en su liquido folicular (>180 ng/ml), la expresion de RNAm de VEGF-
R1y VEGF-R2 fueron elevadas, mientras que en las células de la granulosa de

los mismos foliculos, la expresion de estos receptores fue menor.

Los resultados de nuestro trabajo en donde el andlisis de la expresion de
estos dos receptores se realizé en células foliculares sin distincion entre teca y
granulosa, sefialan que la expresion del RNAm de VEGF-R1 y VEGF-R2, fue
similar en foliculos dominantes del dia 6 del ciclo con y sin tratamiento con
liquido folicular, y disminuyé de forma significativa en los foliculos dominantes
del dia del estro. De acuerdo con Shimizu et al. (2007b) la expresion de VEGF-
R2, es estimulada en ratas por la aplicacion del gen de VEGF, mientras que
VEGF-R1 no tuvo cambios significativos, lo que indica que VEGF podria
estimular la produccion de VEGF-R2 para ejercer sus funciones angiogénicas.
Estos resultados parecen aplicarse en nuestro caso porque efectivamente la
expresion del RNAm de VEGF-R1 y VEGF-R2 aumenté cuando también fue
mayor la expresion de VEGF, especialmente de VEGF-164.

Los resultados de los experimentos de Shimizu et al. (2007a) también indican
gue los cambios mas importantes en la expresion del RNAm ocurrieron en
VEGF-R2 mas que en VEGF-R1.El estudio realizado con células de la
granulosa de foliculos de bovino de 11-19 mm de didmetro, considerados
dominantes, demostré que expresaron la misma cantidad de RNAm de VEGF-
R1 que los foliculos de menor tamafio (7-8.5 mm de didmetro), mientras que en
el caso de VEGF-R2, su expresion fue mayor. En el caso de las células de la
teca, la expresion de RNAmM de ambos receptores no mostré diferencias
significativas, concluyéndose que los cambios dinAmicos en la expresion de
ambos receptores se restringen a las células de la granulosa. En el mismo

estudio utilizando células de la granulosa en cultivo, se observé que al agregar
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1 ng/ml de FSH al medio, la expresion de RNAmM de VEGF-R2 aumentaba en
relacion al grupo control (0 ng/ml); ademas se observo que si se agregaba 1
ng/ml de estradiol y 5 ng/ml de FSH al medio, la expresion de dicho receptor
aumentaba, sugiriendo que la expresion del VEGF-R2 es mediada por la
accion conjunta de gonadotropinas y esteroides. Nosotros no pudimos observar
esta dependencia hormonal, ya que no hubo diferencia en la expresion del
RNAm de ambos receptores entre los foliculos dominantes del dia 6 del ciclo y
los dominantes del dia 6 tratados con liquido folicular, en los que se esperaria
gue hubiera un menor estimulo de FSH y menor concentracion de estrogenos

por efecto del liquido folicular.

En nuestro trabajo, se considerd a las vacas en el dia 0 del ciclo cuando se
sometieron a sincronizacién y con un posterior tratamiento de GnRH y se
ovariectomizaron 16 horas después. Segun resultados de Berisha et al. (2008)
la expresion de los receptores VEGF-R1 y VEGF-R-2, se mantuvo sin cambios,
con una concentracién relativa baja hasta 20 horas después de la aplicacion
de GnRH y se nota una marcada disminucion a partir de las 25 horas de la
aplicacién de GnRH. Esto demuestra un claro efecto de LH sobre la expresion
de ambos receptores, lo cual podria explicar que en nuestros resultados
hayamos encontrado una mayor expresion de ambos receptores en los
foliculos dominantes obtenidos en el dia 6 del ciclo con y sin tratamiento con
liquido folicular, que no han sido expuestos a una frecuencia alta de picos de

LH como lo estuvieron los del dia 0 del ciclo.

Trabajos realizados con cuerpo luteo, han demostrado que el receptor que
tiene mayores cambios en distintos momentos fisiologicos es VEGF-R2. Sugino
et al. (2000) en cuerpo lateo de mujeres, demostraron la expresion de RNAm
de ambos receptores. Sin embargo observaron que la expresion de RNAm de
VEGF-R1 es constante en el cuerpo luteo temprano, asi como en el cuerpo
luteo tardio, mientras que en la regresion del cuerpo luteo la expresion es baja.
En el caso del receptor 2, la expresidon de RNAm es elevada en el cuerpo luteo
temprano, mientras que en la regresion del cuerpo luteo la expresion del RNAmM

es baja.
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Boonyaprakob et al. (2003) observaron que en cuerpo luteo de cerdas la
expresion de RNAm de VEGF-R1 es baja 4 dias después del estro,
posteriormente sube entre los dias 7-10 y finalmente se eleva en los dias 13-
15. Mientras que para el caso de VEGF-R2, su expresion es mayor durante la
formacion y mantenimiento del cuerpo luteo (dias 4-10) y posteriormente baja
en los dias 13-15. De ahi surge la idea acerca de que VEGF-R1 puede actuar
como un receptor de atraccién de VEGF, dejando menos disponible su ligando
para VEGF-R2. Resultados similares obtuvo Berisha et al. (2000a), notando un
patron de expresion de RNAmM de VEGF-R1 casi continto a lo largo del ciclo
estral, mientras que la expresion de RNAm VEGF-R2 es mayor en la formacion
del cuerpo luteo (dia 3-4) y baja durante el periodo de regresion (dia 18). Del
mismo modo, Kaczmarek et al. (2007) describe los cambios de la proteina de
VEGF-R1 y VEGF-R2 en el cuerpo lateo de cerdas durante el ciclo estral,
describiendo principalmente la expresion elevada de ambos receptores durante
el mantenimiento del cuerpo liteo y una baja expresion en la regresion del
cuerpo lateo. Los resultados que obtuvimos nosotros en este trabajo no apoyan
gue exista diferencia en la expresion de VEGF-R1 y VEGF-R2, bajo una misma
situacion fisioldgica, ya que en nuestro experimento ambos receptores tuvieron

un patron similar en los tres tratamientos.

El RNAm de VEGF-R1 por un proceso de corte y empalme de manera
alternativa de exones puede codificar una forma soluble denominada sVEGF-
R1, que posee los dominios de union al ligando pero carece de la region
transmembranal y dominios intracelulares (Sela et al., 2009). Este receptor se
une al ligando casi con la misma afinidad que VEGF-R1, ya que tiene una Kd
de 10-20 pM (Ferrara, 1999), mientras que la Kd de VEGF-R1 es de 10-30 pM,
por lo tanto este receptor soluble actda como un modulador negativo de la
biodisponibilidad de VEGF (Kaczmarek et al., 2009).

La expresion de RNAmM de sVEGF-R1 ha sido descrita primeramente en células
del endometrio de mujeres (Krussel et al., 1999), en placenta de ratén (Yulong
et al., 1999) y también en Utero de ratdén (Hastings et al., 2003). Recientemente

la expresion de RNAm de sVEGF-R1 ha sido localizada en el cuerpo lateo de
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cerdas (Kaczmarek et al., 2009). sVEGF-R1 tiene un papel principal en la
generacion de enfermedades vasculares como la preclampsia o crecimiento
retardado del utero (Gruemmer et al., 2005b). En este trabajo pudimos
demostrar la presencia de sVERF-R1 en foliculos dominantes del dia 0, dia 6
del ciclo y dia 6 con atresia temprana; la expresion de este receptor fue mucho
mas abundante (casi del doble) que la de los receptores de membrana.
También el patron de expresion de este receptor fue muy diferente al de los
receptores de membrana ya que sVEGF-R1, aument6 en forma significativa en
los foliculos del dia 6 en estado de atresia temprana en comparacion con los
foliculos del dia 6 del ciclo; este hecho puede indicar que este receptor en los
foliculos, que muy probablemente estén atrésicos, puede estar uniéndose a
VEGF evitando que este ligando cumpla con su funcién angiogénica, razén por
la cual pudo haberse producido la atresia. Los foliculos del grupo de estro
mostraron la mayor expresion del RNAm de sVEGF-R1, lo cual podria deberse
a que el foliculo dominante del dia del estro, se prepara para la ovulacion
disminuyendo de forma transitoria la disponibilidad de VEGF para evitar una
exagerada produccion de nuevos vasos sanguineos que al ocurrir la eclosion
del foliculo pudieran poner en riesgo la integridad no solo del ovario, sino del
animal. Hazzard et al. (2002) noté que la administracion intrafolicular de
SVEGF-R1 en el foliculo preovulatorio inhibe las acciones de VEGF en el
foliculo preovulatorio alterando la ovulacion y reduciendo la formacion del
cuerpo luteo en mono rhesus. Resultados similares fueron reportados por Xu et
al. (2005) en foliculos preovulatorios de mono rhesus, ya que observaron
gueen los animales tratados con altas dosis de SVEGF-R1 se retrasa 6 inhibe

la ovulacion y la formacién y desarrollo del cuerpo lateo.
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Xl. CONCLUSIONES

En esta trabajo se presentd la expresion de RNAm de las isoformas VEGF-120,
VEGF-164, y de sus receptores VEGF-R1, VEGF-R2 y sVEGF-R1 en foliculos

dominantes de bovino.

El analisis de las isoformas de VEGF no demostro diferencias significativas de
la expresion de RNAmM de VEGF-120 en los distintos estados fisiologicos del
foliculo dominantes. La isoforma con mayor expresion debido a los cambios
observados por el tratamiento es VEGF-164. Estos cambios por tratamiento
pueden deberse a los oligos utilizados para esta isoforma, ya que incluye tanto
los de caracter angiogénico como los antiangiogénicos, y que el tratamiento

haga que se exprese VEGF-164b.

La expresion de RNA de VEGF-R1 y VEGF-R2 bajo una misma situacion
fisiologica tuvo un patron similar en los tres estados fisiologicos. En ambos
casos en el grupo de estro se observo una disminucion de la expresion de
ambos RNAm.

Se demostré por primera vez la expresion de RNAm del receptor sVEGF-R1 en
foliculos dominantes de bovino bajo condiciones in vivo, lo que parece tener
actividad biolégica, ya que en este trabajo se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos. La elevada expresion de RNAmM
de sVEGF-R1 podria deberse a la modulacién biologica de los receptores de

membrana, evitando asi una exagerada produccion de vasos sanguineos.
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