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III. RESUMEN

La foliculogénesis es un proceso en donde el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y miembros de la via de sefializacién Notch estdn involucrados
regulando la angiogénesis folicular. Si bien cada via de sefializacion esta presente en
estructuras de foliculos preantrales y antrales, la asociacién de estas vias entorno a la
etapa de transicion de foliculo preantral a un estadio antral no se ha descrito. Con
base en ello y tratando de generar informacion, el presente estudio se encamino a
identificar al VEGF y Notch2 en estructuras foliculares del ovario de la rata infantil
después de la induccion del desarrollo folicular con el estimulo gonadotrépico.

Para explorar esta posibilidad se analizé la morfologia del ovario de la rata
desde el dia 10 hasta el dia 25 dia post-natal, después se analiz6 la transicién de
foliculo preantral a un estadio antral mediante la induccién del desarrollo folicular
con la gonadotropina coridnica equina. Finalmente y después de la induccion del
desarrollo folicular se caracterizd el patréon histologico del ovario de la rata mediante
histoquimica y fluorescencia para VEGF y Notch2.

El andlisis histolégico indicé que el ovario de la rata de 10 dias postnatales
cuenta con el mayor porcentaje de foliculos preantrales y sobre esa base, la dosis de
10 UI de eCG gener6 un aument6 en el peso y el tamafio del ovario, un incremento
significativo en las concentraciones circulantes de estradiol, promovio el aumento en
el nimero de foliculos antrales, ademas se observé una disminucion en el nimero de
foliculos preantrales, se estimul6 la proliferaciéon de las células de la granulosa de
ambos grupos de foliculos, y la localizaciéon del VEGF se increment6 en células de la
granulosa(p < 0.05), en células de la teca y en el ovocito de foliculos antrales, mientras
que la presencia de Notch2 se limité a las células granulosas del tipo mural, en células
de las granulosa que formaron el cumulus oophorus y en el ovocito de ambos grupos
de foliculos. El andlisis de correspondencia multiple nos permitié sustentar que existe
una asociaciéon entre VEGF y Notch2, y que estos factores estan involucrados en la
transicion de foliculos preantral a antral en el ovario de la rata infantil.

Palabras clave: Transicion folicular; Foliculo preantral; Foliculo antral; VEGF; Notch?2



IV. ABSTRACT

Folliculogenesis is a process where VEGF and members of the Notch signaling
pathway are involved in the regulation of follicular angiogenesis. Although each
signaling pathway is present in structures of preantral and antral follicles, the
association of these pathways to the stage of transition from preantral follicle to an
antral stage has not been described. Based on this and trying to generate information
during this phase of follicular transition, the present study aimed to identify the
VEGFA and Notch2 in follicular structures of the ovary of the infantile rat after the
induction of the follicular development with a gonadotropic stimulus.

To explore this possibility the morphology of the rat ovary was analyzed from
day 10 to day 25 postnatal day, after which the transition from preantral follicle to an
antral stage was analyzed by the induction of follicular development with equine
chorionic gonadotropin. Finally and after the induction of follicular development the
histological pattern of the ovary of the rat was characterized by histochemistry and
fluorescence for VEGF and Notch?2.

Histological analysis showed that the ovary of the 10-day postnatal rat had the
highest percentage of preantral follicles and on that basis, the 10 IU dose of eCG
generated an increase in weight and size of the ovary, a significant increase in The
circulating concentrations of estradiol promoted an increase in the number of antral
follicles, concomitantly a decrease in the number of preantral follicles was observed,
the proliferation of the granulosa cells of both groups of follicles was stimulated, and
the location of the VEGF was (P <0.05) in granulosa cells, in teak cells and in the
oocyte of antral follicles, whereas the presence of Notch2 was limited to the granulosa
cells of the mural type, in granulosa cells that formed the cumulus Oophorus and in
the oocyte of both groups of follicles. The multiple correspondence analysis allowed
us to support that there is an association between VEGF and Notch2 and that these
factors are involved in the transition from preantral to antral follicles in the ovary of
the infant rat.

Keywords: Follicular transition; Preantral follicle; Antral follicle; VEGF; Notch?2
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1. INTRODUCCION
El ovario del mamifero como glandula endécrina presenta cambios morfologicos que
comienzan con el nacimiento y continian de forma ciclica a partir de la pubertad
(Griffin et al., 2006).

Durante el proceso de crecimiento y desarrollo folicular conocido como
foliculogénesis se involucran a las distintas estructuras que conforman al ovario, asi
como a su dependencia, sensibilidad e independencia a la accién de las hormonas
gonadotrdpicas (McGee and Hsueh, 2000; Hunter, 2004). Con base en ello, la
foliculogénesis se ha dividido en tres etapas:

La primera fase (SI) involucra el crecimiento y desarrollo de los foliculos
primordiales y primarios, etapa considerada como independiente al estimulo
gonadotrépico, dado que el desarrollo folicular estd bajo la accién directa de factores
autocrinos, paracrinos y nutrientes provenientes de la vasculatura del estroma
(McNatty et al, 2007).

La segunda fase (SII) comprende la transicion del foliculo preantral a un
estadio de foliculo antral, etapa considerada critica ya que se rige el destino folicular,
ya sea hacia la atresia o que contintle su desarrollo (Orizaka et al., 2009; Orizaka et. al,,
2013); es clasificada también como una etapa independiente de gonadotropinas, sin
embargo estudios en roedores muestran que la administracién de gonadotropinas en
edades tempranas favorece el desarrollo folicular (McGee et al., 1997), asi mismo,
ocurre un rapido crecimiento asociado con el incremento de FSH circulante (Meijs-
Roelofs et al, 1990) y durante esta transicion también se observan cambios
morfolégicos como el aumento de tamafio folicular, la adquisicién del antro folicular,
la proliferacion de las células de la granulosa y la formacién de una red capilar
vascular individual (Wulff et al., 2001; Tempel-Brami et al., 2002). Por lo anterior se
ha establecido la hipoétesis que los foliculos seleccionados en esta etapa de la
foliculogénesis requieren de sefiales precisas por parte de las gonadotropinas que en
conjunto con reguladores intraovaricos modulan la supervivencia folicular y con ello

se logre continuar con el crecimiento y desarrollo folicular (Barboni et al. 2000).



La tercera y ultima fase (SIII) incluye el reclutamiento, la seleccién y
dominancia de los foliculos preovulatorios hasta el proceso de ovulacién, etapa
finamente regulada por el patrén de secreciéon de las gonadotropinas (Craig et al,
2007).

En la figura 1 se resume el desarrollo folicular entorno a su independencia (SI),
sensibilidad (SII) y su dependencia a gonadotropinas (SIII) mostrando los distintos

factores autocrinos, paracrinos y enddcrinos identificados en cada etapa.

Figura 1. Factores involucrados en la regulaciéon de la foliculogénesis (tomado de Orisaka et
al,, 2009; Prizant et al., 2014).

Otro de los factores involucrados durante el crecimiento y desarrollo folicular
corresponde al rapido cambio que ocurre en el lecho vascular; la formacién de una
densa trama vascular, facilita que las células de la teca como las células de la
granulosa del foliculo produzcan una serie de hormonas al obtener oxigeno,
nutrientes y precursores necesarios para su sintesis y liberacién con lo que se asegura
la continuidad de la funcion ovarica (Kazmareck et al., 2005).

Esta formaciéon de nuevos vasos sanguineos dentro del sistema vascular del
ovario implica el desarrollo de una variedad de procesos celulares como la
proliferacién, migracion y diferenciacion de las células endoteliales. En muchos de
estos casos ocurre una fina comunicacién entre las células endoteliales vecinas con lo
que se logra una red vascular funcional.

Entre los factores participantes en la regulacion de la angiogénesis en el ovario

se encuentra el factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (por sus siglas en



inglés) y la via de sefializacion Notch, la cual es regulada por VEGF a nivel de las
células endoteliales (Siekmann et al.,, 2008).

El VEGF es una glicoproteina homodimérica presente en células de la granulosa
y también en células de la teca de foliculos en desarrollo (Akiyama et al., 2014), su
regulaciéon depende de gonadotropinas (Danforth et al. 2003; Christenson y Stouffer,
1997) ya que el patrén de expresion de la proteina y sus receptores Flt-1 y KDR
cambia a lo largo del ciclo estral cuando se presentan diferentes patrones de secrecion
de la LH y FSH (Celik-Ozenci et al., 2003). Asi mismo, la expresion del VEGF en células
de la granulosa de foliculos preantrales y preovulatorios se incrementa después del
pico de LH (Christenson y Stouffer, 1997).

Asociado con el incremento en patréon de expresion y secrecion del VEGF a
nivel folicular se encuentra el aumento en el lecho vascular (Martelli et al., 2009), un
incremento en la permeabilidad de las células endoteliales (Danforth et al., 2003), una
disminucidén en el proceso de apoptosis de las células de la granulosa y la teca y un
incremento en la proliferacion de las células de la granulosa (Shimitzu et al., 2007).

Por otro lado, estudios de funcionalidad para este factor han demostrado que la
administracién intrafolicular del VEGF en roedores y rumiantes esta asociado con el
incremento en el nimero de foliculos primarios y secundarios (Danforth et al., 2003;
Shimitzu et al., 2007) con un mayor porcentaje de sobrevida de foliculos secundarios
(Fortune et al., 2007; Bruno et al., 2009).

El otro componente recientemente involucrado en el proceso de angiogénesis
corresponde a la familia de proteinas de superficie celular denominada Notch, que en
conjunto con sus ligandos se encuentran regulando el desarrollo vascular, entre otras
muchas acciones, dirigiendo el destino de la células endoteliales, su diferenciacién y
ademas conducir los brotes y la ramificacion de vasos sanguineos (Gridley, 2010).

Esta serie de proteinas se han identificado en las diferentes estructuras del
ovario de mamiferos (Johnson et al, 2001; Jovanovic, et al., 2013). Por ejemplo,
estudios de hibridacion in situ muestran claramente que durante el desarrollo
folicular, Notch2 y su ligando se expresa exclusivamente en el ovocito y en las células
de la granulosa de foliculos primordiales, primarios y preantrales (Trombly et al.,

2009). En concordancia al hallazgo de expresion, Jovanovic (2013) inmunolocalizé a

3



Notch2 en cortes de ovario de rata inicamente en células de la granulosa de foliculos
preantrales y esporadicamente en células de la granulosa de foliculos preovulatorios.

Aunque estudios de funcionalidad para los distintos miembros de la familia
Notch durante el desarrollo folicular son escasos, foliculos primarios de ratén tratados
con un inhibidor especifico de la via de sefializaciéon Notch interrumpi6 el desarrollo
folicular (Trombly et al, 2009), resultado que sugiere que Notch puede estar
participando durante la transiciéon folicular, sin embargo es necesario una serie de
estudios para confirmar.

Si bien, no existe una clara evidencia de la interaccion entre el VEGF y la via
Notch, se sabe en el modelo murino que el bloqueo de receptores especificos de Notch
conduce a un desarrollo defectuoso en los vasos arteriales. Asi mismo, el VEGF regula
rio abajo al gene hedgehog sénico (shh) y rio arriba a la via Notch para determinar el
destino de células arteriales, y que el VEGF puede regular la expresion y sintesis de la
familia Notch en células de la granulosa obtenidas de ovario con cancer (Bray, 2009).

Por lo tanto, la segunda fase de la foliculogénesis es una etapa sensible a
gonadotropinas, la cual bajo la administracidon exdgena de estas hormonas la etapa se
favorece, y que durante este proceso inducido con eCG se generan cambios en la trama
vascular entorno a este grupo de foliculos y que la angiogénesis depende de la accién
del VEGF y miembros de la familia Notch, todo ello abre la posibilidad de que estas dos
via de sefializacidn se encuentren participando en desarrollo folicular de la segunda
fase de la foliculogénesis.

Luego entonces y tratando de generar informacién con relacion a la transicion
de foliculos preantrales a un estadio antral, el presente estudio se encamino a
identificar la presencia de VEGF y Notch2 en foliculos preantrales y antrales del ovario
de la rata después de un estimulo gonadotrépico.

Para explorar esta posibilidad, el estudio se inicié con el andlisis histolégico del
ovario de la rata desde el dia 10 hasta el dia 25 dia post-natal, para analizar la
transicion de foliculo preantral-antral se indujo el desarrollo folicular con diferentes
dosis de la gonadotropina coriénica equina. Posteriormente de la induccién del
desarrollo folicular en la rata se analiz6 el patron histologico del ovario mediante la

inmunotincién para VEGF y Notch?2.



El andlisis histolégico arrojé que el ovario de la rata de 10 dia postnatales
cuenta con el mayor porcentaje de foliculos preantrales y sobre esa base, la dosis de
10 UI de eCG generd cambios morfoldgicos en el ovario, con un aumenté en el peso y
el tamafio, asociado a ello la concentracién de estradiol circulante se incrementod
(p<0.05), se promovié la transicion de foliculos preantrales a antrales, se estimulé la
proliferacién de células de la granulosa, se incrementé la inmunolocalizacién de VEGF
en células de la granulosa, células de la teca y ovocitos (p < 0.05), ademas se presentd
un aumento de la inmunolocalizaciéon de Notch2 en las células granulosas murales y
las granulosas del cumulus oophurus. El andlisis de correspondencia multiple nos
permitié sustentar que existe una asociacion entre el VEGF y Notch2 durante la
transicion de foliculo preantral a antral en la rata infantil de 10 dias de edad. Durante
este estudio, se logré el desarrollo de un modelo in vivo en rata infantil que permiti6
identificar de forma especifica la transicién folicular en la etapa sensible a
gonadotropinas, en donde el analisis multivariado indicé una interaccién positiva
entre el estimulo gonadotrdpico y la proliferacion celular por medio de PCNA, VEGF y
Notch2.

Sin embargo es necesario la realizacion de estudios de funcionalidad entorno a
esta fase de la foliculogénesis asociado cada uno de estos participantes, con el fin de
establecer claramente la via de sefializacién y su regulacion. Con ello, se pretende
comprender la participacion activa de VEGF y NotchZ que nos permita desarrollar
nuevas estrategias tanto reproductivas como contraceptivas, el perfeccionamiento de
las condiciones de cultivo para la generacién de ovocitos fertilizables, el tratamiento
de la infertilidad asociada con el desarrollo anormal del foliculo, el disefio de métodos
no invasivos para controlar el tamafo del grupo de folicular, que podria ser util en la

determinacion de la reserva folicular, para tratamientos para la insuficiencia ovarica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Foliculogénesis

Los foliculos son la unidad morfo-funcional del ovario, durante su proceso de
formacion, crecimiento y diferenciacion conocida como foliculogénesis ocurren
cambios que le permiten a los grupos de foliculos continuar con su desarrollo para
concluir en el proceso de ovulacién o en la atresia (regresion o muerte del foliculo).
Este proceso es regulado finamente por complejas interacciones autdcrinas,
paracrinas y endocrinas, capaces de crear las condiciones necesarias para guiar al
foliculo a través del ciclo reproductivo. Debido a que existe un continuo crecimiento y
regresion de los foliculos, la relaciéon volumen/contenido del ovario, se encuentra en

constante cambio (Martelli, 2009; Irusta, 2009).

2.2 Foliculogénesis en la rata

A diferencia de la foliculogénesis en mamiferos superiores, en roedores el tiempo en
el que se da el desarrollo folicular es relativamente rapido. En breve: 1) Las células
germinales primordiales migran hacia la cresta gonadal durante el desarrollo
embrionario tardio para convertirse oogonias. 2) Al nacer, el ovario de la rata consiste
de cordones ovigeros y oogonias. 3) Los foliculos primordiales comienzan su
desarrollo a partir del dia tres postnatal. 4) El primer grupo de foliculos que llegara al
estadio antral, lo hard a partir de la segunda semana de edad, comenzando con la
presencia de foliculos preantrales o secundarios desde el dia 7 de edad y es a partir de
este momento y hasta el dia 18 que se presenta una disminucion significativa de la
apoptosis de las células de ovario cuando los foliculos antrales tempranos son
aparentes. 5) La pubertad o primer estro ocurre alrededor del dia 34 y cada ciclo dura
aproximadamente de 4 a 5 dias y estos ciclos estrales son regulares y continuos entre
los 10 y 12 meses de edad, cuando los ciclos se van prolongando y se vuelven
irregulares. Entre los 12 y 15 meses, los animales entran en diestro persistente y en
ultima instancia, el anestro (Mc Gee, 2000; Zhang et al., 2014; Picut et al,, 2015). La
figura 2, resume el estado de desarrollo de la rata desde el nacimiento hasta su estado

adulto y los diferentes participantes hormonales.



Figura 2. Endocrinologia de la rata (Picut et al., 2015)

2.3 Ciclo estral

Para el estudio del ciclo estral en la rata se utiliza el frotis vaginal en las distintas
etapas bajo los siguientes criterios: 1) Etapa de pro-estro se observe en el frotis
vaginal mas del 75% de células epiteliales nucleadas; 2) Etapa de estro se
caracterizara por la presencia de células epiteliales cornificadas sin ntcleo; 3) Etapa
de diestro se asigna cuando se presentan en proporciones iguales de células
cornificadas sin nucleo, células epiteliales nucleadas y leucocitos; 4) etapa de
metaestro definido como la cantidad minima de células, incluyendo leucocitos y

ocasionalmente células epiteliales (Marcondes et al., 2002).

2.4 Clasificacion folicular

El crecimiento folicular se divide de acuerdo a su etapa de desarrollo y su
independencia o dependencia a gonadotropinas (McGee and Hsueh, 2000; Hunter,
2004). Su regulacion en el ovario es un proceso complejo de interacciones celulares

capaces de crear las condiciones necesarias para conducir el ciclo reproductivo

(Martelli et al, 2009).



2.4.1 Desarrollo folicular: Después del nacimiento, la rata hembra cuenta con
un ovario que esta integrado principalmente por foliculos primordiales,
caracterizados por un ovocito detenido en la profase de su primer division meidtica
(diploteno), rodeado unicamente por dos o tres células aplanadas derivadas del
epitelio ovarico llamadas pre-granulosas. Es de esta poblacidn “estatica” de foliculos
que se origina toda la poblacién de foliculos en crecimiento, por esta razén se
considera a este grupo de foliculos como la reserva de gametos que una hembra va a
utilizar durante su vida reproductiva.

A partir de este grupo de foliculos primordiales se inicia el desarrollo hacia la
formacién de foliculos primarios, proceso que se inicia con la transformacién de las
células planas de la pre-granulosa en células de la granulosa de forma cuboide. Estas
células de la granulosa diferenciadas forman una sola capa que rodea al ovocito,
aunado a ello se forma una capa amorfa de glicoproteinas denominada zona peldcida
que rodea al ovocito, asi mismo, se inicia la presencia de células de la teca rodeando a
las células de la granulosa.

El aumento del diametro del ovocito, asi como incremento de mas de cuatro
capas de células de la granulosa que lo rodean, son dos caracteristicas morfoldgicas de
aquellos foliculos que se denominan como secundarios o foliculos preantrales;
asociado a este crecimiento, el grupo de células de la teca que las rodean se
diferencian en una capa externa y en una interna (Mc Gee, 2000).

Finalmente, en los foliculos conocidos como terciarios o foliculos antrales su
ovocito se encuentra rodeado por células de la granulosa que forman el cumulus
oophorus y multiples capas de células de la granulosa que van a dar origen al grupo de
células murales. Asociado a este cambio morfolégico, la presencia de una cavidad
antral que contiene un trasudado denominado liquido folicular. En este estadio antral,
la presencia de células de la teca interna constituida por tejido conectivo y el grupo de
células de la teca externa formada por una capa de colagena atravesada por capilares
con miofibroblastos diferenciados de los fibroblastos del estroma. En este estadio el
grupo de foliculos se caracterizan por presentar un mayor nimero de receptores para
FSH a nivel de las células de la granulosa, en tanto que las células de la teca las

expresan para receptores de LH. Para su estudio, en rumiantes los foliculos antrales se
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clasifican en dominantes y subordinados. Los foliculos dominantes, a diferencia de los
subordinados, expresan en las células de la granulosa ademas de los receptores para

FSH, receptores para LH (Irusta, 2009).

2.4.2 Independencia, sensibilidad y dependencia a gonadotropinas. Las
fases que comprenden el crecimiento y desarrollo folicular estan en funcién de la
participacién de las gonadotropinas, asi se dividen en tres fases: 1) la fase
independiente de gonadotropinas que comprende la activacién de los foliculos
primordiales; 2) la fase sensible a gonadotropinas que integra la transicion de los
foliculos preantrales a antrales, y 3) la fase dependiente de gonadotropinas en donde
ocurre el desarrollo de foliculos antrales a un estadio preovulatorio (Fortune, 2003).

Un aspecto interesante a considerar durante la foliculogénesis es que durante
este proceso complejo, solo algunos de los foliculos fisiolégicamente crecientes
alcanzan las etapas finales, y el resto de ellos sufren un proceso de regresion conocido
como atresia, que produce la pérdida irreversible y progresiva de foliculos (Gougeon,

2004).

2.4.2.1 Fase independiente a gonadotropinas: La fase independiente de
gonadotropinas incluye el crecimiento y desarrollo del foliculo primordial, primario y
secundario (Orisaka et al, 2013; Mc Gee, 2000). En el ovario, los foliculos primordiales
y primarios reciben oxigeno y nutrientes por difusion pasiva desde los vasos
sanguineos del estroma, este grupo de foliculos carecen de irrigacién propia, mientras
que la presencia de red capilar individual se inicia en los foliculos secundarios en
cuanto aparece la capa celular de la teca (Wulff et al., 2001). Si bien son conocidos de
forma general los procesos que regulan este crecimiento y el desarrollo folicular, de
forma particular se han descritos algunos de los mecanismos celulares y la
participacién de factores como la insulina, el IGF1, el ligando kit, la familia del factor
transformante beta (TGF() y las proteinas GDF9 y BMP4, durante la transicion de la
primera reserva pre-establecidas de foliculos primordiales hacia foliculos primarios y

preantrales (McGee and Hsueh, 2000).



2.4.2.2 Fase sensible a gonadotropinas: La segunda fase considerada como
una etapa sensible a gonadotropinas incluye el crecimiento y desarrollo del foliculo
preantral a un etapa de desarrollo conocida como antral temprano que comprende
una capa de granulosas ya bien integrada, presencia de una capas de la teca, y
comienza la aparicion del antro folicular (Orizaka, 2009; Orisaka et al., 2013).

Aunque se conocen estos aspectos morfolégicos durante el paso de foliculo
preantral a antral, también se considera a esta transicion como una etapa
independiente de gonadotropinas debido a que en ausencia de FSH ocurren cambios
morfo-fisiolégicos, como la adquisicién del antro folicular, la proliferacion de las
células de la granulosa y la formacién de una red capilar individual (Wulff et al., 2001;
Tempel-Brami et al., 2002); sin embargo, estudios en roedores indican: 1) la presencia
de receptores a gonadotropinas durante el desarrollo de foliculos secundarios desde
el dia 7 de edad; 2) niveles elevados de FSH entre el dia 11 y 19 cuando se observa un
rapido crecimiento folicular; 3) el tratamiento con dihidotestosterona en la primera
semana de vida que decrece los niveles de gonadotropinas y conduce a un retraso en
la adquisicion de receptores de FSH en estructuras ovarica; 4) el tratamiento de ratas
infantiles con PMSG aumenta el peso del ovario; 5) el tratamiento de ratas neonatas
con antagonistas a GnRH reduce el numero de foliculos en crecimiento alrededor de la
pubertad, por lo tanto este grupo de resultados nos muestran evidencia que aunque se
desarrolla esta etapa en ausencia de FSH, la presencia de esta gonadotropina favorece
el desarrollo folicular, mismos cambios que estan en concordancia con un incremento
en la sintesis y expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF y
recientemente se ha involucrada la participacion de la via de sefializacién Notch

(Trombly et al., 2012; Zhang et al., 2012).

2.4.2.3 Fase dependiente a gonadotropinas: La fase dependiente de
gonadotropinas, que incluye el reclutamiento, seleccion y la dominancia de los
foliculos preovulatorios hasta el proceso de ovulacion (Orisaka et al, 2013). Muestra
una participacion orquestada del eje hipotalamo-hipéfisis-génada (Craig et al., 2007).

En esta etapa se han identificado mecanismos celulares y moleculares que involucran
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de forma activa a LH, FSH, factores de crecimiento (IGF, VEGF), y hormonas ovaricas

(inhibina, activina y folistatina) entre otras.

2.5 Transicion de foliculo preantral a foliculo antral

La regulacion de la foliculogénesis en el ovario de mamiferos es un proceso complejo.
Aunque se ha discutido ampliamente la participacion de diferentes factores
autocrinos, paracrinos y enddcrinos involucrados en torno a la fase dependiente e
independiente de gonadotropinas, durante la fase sensible a gonadotropinas el o los
mecanismos involucrados para su regulacion siguen siendo un enigma (Orizaka et al.,
2013; Mc Gee et al., 2013).

De forma particular, durante la transicion de foliculo preantral a antral ocurren
diversos cambios morfo-fisiolégicos, entre los que destacan el aumento de tamafio
folicular, la adquisicion del antro folicular, la proliferacion de las células de la
granulosa y la formacion de una red capilar vascular individual (Wulff et al., 2001;
Tempel-Brami et al, 2002). Este establecimiento del plexo capilar durante la
transicion de preantral a antral, coincide con un periodo de rapido crecimiento
folicular, por lo que se ha propuesto como un factor que condiciona dicha transicion
en respuesta a las gonadotropinas (Redmer & Reynolds 1996, Barboni et al. 2000).
Adicionalmente se considera a la transicion de preantral a antral como la penultima
etapa del desarrollo en términos de independencia a gonadotropinas, y es una etapa
fundamental para decidir el destino folicular hacia la atresia o el desarrollo folicular
(Orisaka et al.,, 2009). Con base en ello, se maneja la hipétesis que los foliculos
seleccionados durante esta fase de la foliculogénesis necesitan recibir sefiales precisas
por parte de las gonadotropinas y de reguladores intraovaricos que modulan la
supervivencia folicular para continuar su crecimiento y desarrollo en esta etapa. Por
el contrario, el desarrollo de la atresia folicular es una consecuencia de un aporte

inadecuado de varios de estos factores (Fortune et al., 2003).

2.6 Gonadotropina corionica equina o eCG
La gonadotropina coriénica o eCG (por sus siglas en inglés equine chorionic

gonadotropin) pertenece a la familia de las glicoproteinas que incluye a la hormona
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foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), y a la hormona estimulante de
la tiroides (TSH). A diferencia de la LH, FSH y TSH que son hormonas sintetizadas y
almacenadas dentro de la adenohipéfisis, la gonadotropina coriénica humana (hCG) y
la eCG son sintetizadas en las copas endometriales provenientes del cinturén
coridnico, localizado en el Utero de la hembra y yegua gestante (Allen and Wilsher,
2009).

La eCG es una glicoproteina heterodimérica, formada por dos cadenas
polipeptidicas glicosiladas, unidas por enlaces no covalentes del tipo de puentes
disulfuro; estas cadenas polipeptidicas se han designado como subunidades alfa () y
beta (3), respectivamente (Bousfield et al., 2001).

Invariablemente, la subunidad alfa de la gonadotropinas poseen dos sitios de
glicosilacion, el primero se localiza en la posiciéon 56 de la secuencia primaria de la
cadena polipeptidica (Asnss, que en humanos estd en Asnsz) y el segundo sitio, se
localiza en la posicion 82(Asnsz, Asn7g en el humano). En ambos sitios de glicosilacidn,
los oligosacaridos se incorporan a la proteina cuando se presenta la triada Asn-X-The,
particularmente en el grupo amida de la cadena lateral del aminoacido asparagina
(Asn), esta unién se conoce como N-glicosilacion. Por otro lado, se ha descrito que
estos oligosacaridos en esta cadena polipeptidica participan en la transduccién de la
sefial, sitio localizado particularmente en el residuo Asnsz o Asnss (Bousfield et al,
2001).

En el caso particular de la subunidad 3 de la gonadotropina coridnica equina y
humana, este polipéptido esta integrado de 149 residuos de aminoacidos, con 8 sitios
de glicosilacion, dos del tipo N-unidos, y 6 localizados en la parte final de la secuencia
primaria de aminodcidos, del tipo O-unidos para la eCG y 4 para la hCG. El
oligosacarido en este tipo de glicosilacion se incorpora en el grupo hidroxilo del
residuo de los aminoacidos serina o treonina (Legardinier, 2005).

El tipo de glicosilacion O-unido en la subunidad B, le confieren un papel
caracteristico a esta proteina, el cual se refleja en un vida media en circulacién de 8
dias aproximadamente. Aunque los oligosacaridos de tipo N-unidos en esta subunidad
disminuyen la afinidad por su receptor, son esenciales para la eficiente activacion del

receptor.
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Esta glicohormona, presenta un peso molecular relativo de 72 kilodaltones, con
una estructura primaria similar a la LH hipofisaria dentro de la misma especie, ambas
hormonas tiene la capacidad de ser unidas al receptor hepta-catenario acoplado a
proteina G, denominado eLH/CG-R. Esta hormona, presenta funciones semejantes a la
hormona luteinizante (LH) dentro de la especie equina, sin embargo, en otras

especies, presenta actividad biologica semejante a la FSH (Lecompte et al, 2010).

2.7 Angiogénesis

Para una funcion ovarica 6ptima se requiere del establecimiento y la remodelacion
continua de un sistema vascular, proceso que le suministra a los foliculos en
crecimiento y al cuerpo luteo, el oxigeno, los nutrientes y las hormonas necesarias
para asegurar en cada etapa la continuidad del desarrollo folicular; aunado a ello, esta
red vascular debe permitir la salida de las hormonas esteroides producidas por las
células foliculares y luteas para alcanzar sus respectivos oOrganos blanco. Este
mecanismo de angiogénesis promueve la formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de la vasculatura pre-existente regulando la migracién y proliferacion de células
endoteliales, asi como la formacién y organizaciéon de grupos celulares en estructuras
tubulares que eventualmente se uniran para finalmente madurar en vasos sanguineos
estables (Tamani et al., 2004).

La angiogénesis involucra una serie pasos secuenciales primero, los
componentes del entorno de la matriz extracelular endotelial son degradados
localmente por proteasas producidas por la propia célula endotelial. Seguido por la
migracion quimio-tactica de células endoteliales hacia el lugar donde se desarrollara
el nuevo vaso sanguineo. Subsecuentemente en la secciébn media del vaso en
formacion, las células endoteliales proliferan y se ensamblan para formar el lumen del
vaso sanguineo. El nuevo vaso sufre anastomosis con el vaso adyacente para ser
perfundido con circulacion sanguinea (Risau, 1997, Abulafia, 2000). Hasta este punto,
el capilar recientemente formado, es fragil y puede ser remodelado. La maduracién
del nuevo vaso sanguineo hacia un vaso estable y funcional, requiere la acumulaciéon
de una lamina basal, y el recubrimiento por pericitos y células de musculo liso para

fortalecerlo (Hellstrom et al., 2001).
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Este mecanismo angiogénico en el ovario ocurre en condiciones fisiolégicas,
debido a que el crecimiento folicular y el desarrollo del cuerpo luteo dependen de la
proliferacién de nuevos vasos capilares. Por ejemplo, en el ovario y durante la
foliculogénesis, los foliculos primordiales y primarios reciben oxigeno y nutrientes
por difusion pasiva desde los vasos sanguineos del estroma, mientras que la presencia
de una red capilar individual se inicia con el desarrollo de los foliculos secundarios en
cuanto aparece la capa de células de la teca (Wulff et al., 2001; Martelli et al., 2009).

En el estado antral de los foliculos, la capa vascular esta integrada por dos
redes concéntricas ubicada directamente por fuera de la membrana basal y entorno a
la teca externa, sin embargo, estas redes capilares en un foliculo integro no penetran
hacia la capa de las células de la granulosa, por lo que esta capa celular permanece a
vascular durante todo el desarrollo folicular (Tempel-Brami et al., 2002).

El establecimiento de este plexo capilar entorno a la capa de células de la teca
interna, coincide con el periodo de rapido crecimiento y diferenciacion de los foliculos,
por lo que se ha propuesto que este plexo es un factor que condiciona la seleccién del
foliculo dominante (Reynolds et al, 1998). Por ejemplo, se sabe que el grupo de
foliculos dominantes cuentan con una mejor irrigaciéon sanguinea que los foliculos
subordinados (Acosta et al., 2003); aunado a ello, aquellos foliculos que no adquieren
un plexo vascular adecuado durante su desarrollo sufren atresia folicular (Kaczmarek
et al, 2005). Es por ello que la adquisicion de un adecuado aporte sanguineo es
posiblemente un paso limitante en el crecimiento, la seleccién y maduracion del grupo

de foliculos que continuaran hasta la ovulacién (Tamani et al., 2004).

2.8 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

En el ovario del mamifero se han identificado una serie de factores angiogénicos
(Kaczmarek et al, 2005) entre los que se incluye al factor de crecimiento de
fibroblastos de tipo acido y basico (FGFa y FGFb, por sus siglas en inglés),
angiopoyetinas (ANGPT), factores de crecimiento parecidos a insulina (IGFs), factores
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento endotelial

vascular o VEGF ( Zimmermann et al. 2003, Abramovich et al., 2006, Shimizu 2006).
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El VEGF estd formado por dos subunidades glicosiladas idénticas unidas por
puentes disulfuro. Presenta un peso molecular de 45 kilodaltones y forma parte de
una familia de proteinas que incluyen al factor de crecimiento placentario (PLGF),
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-F y dos proteinas semejantes al VEGF
codificadas por dos cepas de parapoxvirus (Ferrara 2001; Ferrara et al., 2004).

Los distintos miembros de la familia del VEGF se unen a receptores del tipo
tirosina quinasa a saber VEGF-1 6 Flt-1 (fms-like tyrosine kinase-1), VEGFR-2 6
KDR/Flk-1 (kinase insert domain-conintaining region) y VEGFR-3 6 Flt-4. Estos
receptores comparten caracteristicas como: la presencia de siete dominios semejantes
a inmunoglobulinas en la porcién extracelular, una sola regiéon transmembranal y una
secuencia tirosina cinasa interrumpida por una insercion de dominio cinasa en su
porcion intracelular De forma particular, el receptor VEGFR-1 reconoce
especificamente al VEGF-A, VEGF-B, PLGF-1 y PLGF-2 para reclutar y promover la
migracion de progenitores endoteliales y monocitos; el receptor VEGFR-2, que se
expresa en la mayoria de las células endoteliales, se une a VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, y
VEGF-E, para regular la proliferacion, permeabilidad, supervivencia y migracion de las
células endoteliales. Finalmente el receptor VEGR-3 se expresa en células del
endotelio de tejido linfatico del adultos, se une al VEGF-C y VEGF-D, con ello facilita la
proliferacién de los vasos linfaticos (Ferrara, 2001; Nishimura et al., 2002; Carmeliet
etal., 2000).

Dentro de la familia de proteinas del VEGF, el VEGF-A es el factor
predominante y mas estudiado en multiples especies y es a través del corte y
empalme alternativo de su ARN mensajero que se da origen a un grupo de isoformas,
proteinas designadas de acuerdo al nimero de residuos de aminodacidos: VEGF-110,
VEGF-111, VEGF-121, VEGF-145, VEGF-148, VEGF-162, VEGF-165, VEGF-165b, VEGF-
183, VEGF-189 y VEGF-206 (Kaczmarek et al., 2005).

2.8.1 VEGF en el ovario y su funcién
El VEGF y sus receptores Flt1l y KDR se han identificado en estructuras del ovario de
mamiferos, por ejemplo, en bovinos (Yang & Fortune, 2007), en cerdos (Shimizu et al.,

2003) la presencia del mRNA para el VEGFA se localiza en células de la granulosa y
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células de la teca de foliculos secundarios hasta foliculos preovulatorios.

El VEGF en un inicio se le asocié como un factor de permeabilidad vascular
(Ferrara et al., 1997), sin embargo, sus funciones estan involucradas en muchas otras
acciones por ejemplo: en la sobrevivencia celular, en acciones mitogénicas y de
proliferaciéon celular. El VEGF también regula, la migracion y diferenciacion de las
células endoteliales, cuya actividad biolégica depende del estado de desarrollo y la
funcidn fisiolégica del 6rgano en el cual se expresa (Nishimura et al,, 2002).

Con esta serie de actividades biologicas que desempefia el VEGF, su
participaciéon en el sistema reproductivo es regular la foliculogénesis. Al respecto,
dentro del ovario y durante el desarrollo folicular se presenta una intensa actividad
angiogénica regulada principalmente por el VEGF; este aumento en el patrén vascular
entorno al foliculo en crecimiento provee un medio selectivo que facilita el suministro
creciente de gonadotropinas, factores de crecimiento, precursores de esteroides, asi
como otras sustancias (Kaczmarek et al, 2005), este aumento en el suministro de
nutrientes garantiza la seleccion del foliculo dominante y/o el continuo desarrollo de
otros foliculos (Zimmermann et al,, 2001); en contraste, la degeneracion de la red
capilar, asi como la reduccién en la expresién del mRNA de VEGF en los foliculos que
no se logran desarrollar, se vuelven atrésicos (Rosales et al., 2010).

Por otro lado, hay evidencia de que el proceso angiogénico entorno a las células
de la teca desempeifia un papel fundamental en el desarrollo folicular (Tamanini & De
Ambrogi, 2004). Ademas, las células de la granulosa son importantes para el proceso
angiogénico, ya que estas células segregan varios factores angiogénicos que actiian
sobre las células de la teca.

Actualmente se sabe que la produccién de VEGF en las estructuras foliculares
es regulada de forma diferencial de acuerdo al tamafio folicular. Ejemplo de ello se
presenta en el foliculo preovulatorio caracterizado por su alto grado de
vascularizacion comparado con los foliculos subordinados. Ademas se ha descrito que
el patrén de expresidn y la sintesis del mRNA del VEGF y sus receptores en el ovario
cambia a lo largo de la foliculogénesis en diferentes especies (Berisha et al., 2000;

Celik-Ozenci et al., 2003; Abramovich et al., 2009) .
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2.8.2 Relacion entre las gonadotropinas y el VEGF

La asociacion de las gonadotropinas como reguladores de la expresion del
VEGF se ha descrito en estudios in vitro e in vivo. Estudios in vitro, han encontrado que
la sintesis y expresion del VEGF por las células de la granulosa se incrementa después
del tratamiento con hCG, LH humana y LH bovina; in vivo, el incremento de VEGF en el
liquido folicular de foliculos dominantes se presenté después de un bolo de hCG
(Hazzard, Molskness et al. 1999); a través de desarrollo del ciclo estral ovino, y
mediante estudios inmunohistoquimicos e hibridacién in situ en estructuras ovaricas
se ha observado un cambio en la inmunolocalizacién y un incremento en la expresion
del VEGFR2 y del VEGF en concordancia con el tamafio folicular; adicionalmente este
cambio fue mayor durante el pico preovulatorio y post-pico de LH comparado con la
fase latea y pre-pico de LH (Chowdhury, Scaramuzzi et al. 2010). En bovinos
sincronizados e hiperestimulados con FSH y tratados con GnRH se observé que las
células de la granulosa de foliculos preovulatorios muestran una mayor expresion del
gene para VEGF durante el pico preovulatorio de la LH (Berisha, Steffl et al. 2008). Por
otro lado, primates no humanos que recibieron un antagonista a GnRH y que en ellos
se analiz6 el patron angiogénico dentro del ovario, se observo que el bloqueo del pico
preovulatorio de la LH, generé un impacto negativo en la proliferacion de células
endoteliales, densidad vascular y en la expresion del VEGF en las células de la
granulosa de los foliculos preovulatorios (Taylor, Hillier et al. 2004).

El mecanismo por el cual las gonadotropinas induce la expresion y sintesis de
VEGF es tema de estudio: Garrido (1993) demuestra que células de la granulosa
bovina expuestas a LH inducen un incremento en la activaciéon de la adenilato ciclasa

asociado ala transcripcién del VEGF.

2.9 Via de serializacion NOTCH2

Otra de las vias involucradas durante la angiogénesis ovarica en mamiferos es la via
de senalizacion Notch (Jovanovic et al, 2013). Via altamente conservada entre
especies que estd integrada por cuatro tipos de receptores (Notch 1-4) y dos tipos de
ligandos (Jagged1, Jagged2; y Delta-[DII] 1, DII 3, DII 4), ambos, ligando Notch y sus

receptores son proteinas transmembranales, heterodiméricas que consisten de un
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dominio extracelular y un dominio intracelular no ligado covalentemente (Zhang et
al,, 2014).

El camino de sefalizacién de esta via se inicia cuando el dominio extracelular
del receptor Notch y su ligando presente en la superficie de células adjuntas se unen,
luego de la unidn, los receptores Notch se vuelven susceptibles al rompimiento
proteolitico mediado por un complejo de secretasas, que libera el dominio intracelular
de Notch (NICD). Una vez liberado NICD entra en el nicleo y forma un complejo con la
proteina de union de sefial de recombinacidn-Jk, que contiene un dominio vinculante
con el ADN. Este complejo regula a su vez a la familia de factores de transcripcion del
tipo Hey, que son genes objetivo de Notch. Estos genes objetivo funcionan como
factores de transcripcion que regulan la expresion de otros genes en diferentes células
(Vorontchikhina et al., 2005).

Una vez que se activa la sefalizacion de Notch desempefia un papel importante
en la regulacién del desarrollo de diferentes 6rganos de vertebrados, como en el
desarrollo del sistema nervioso central; en el desarrollo cardiovascular; en el
pancreas, en el intestino y en el desarrollo 6seo, todos ellos a través de regular la
proliferacidn, la diferenciacion y la apoptosis de células endoteliales (Trombly et al.,

2009).

2.9.1 NOTCH en el ovario
A nivel del ovario, los diferentes componentes que integran a la familia NOTCH se han
localizado en estructuras no vasculares y vasculares. Claro ejemplo son los estudios
de hibridacién in situ en ovario de ratén, en donde se identific6 una alta expresién del
mRNA para Notch2, Notch3 y Jagged2 en la células de la granulosa de foliculos en
desarrollo, mientras que en estructuras vasculares como lo es la capa de células del
endotelio, localizadas dentro de la capa de células de la teca que rodean al foliculos se
identificaron exclusivamente Notch1 y Notch4 (Johnson et al., 2001).

Este patron de distribucion diferencial de los miembros de la familia Notch
concuerda con la identificacion de Notch1 y el ligando Jagged1 en células del endotelio
del musculo liso mientras que en capilares y en pequefios vasos de foliculos

preovulatorios de hembras sexualmente maduras se present6 una alta expresion del
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ligando DII4 no asi en vasos sanguineos de ovarios de recién nacidos (Vorontchikhina
etal., 2005).

En concordancia con estos estudios, evidencias inmunohistoquimicas en el
ovarios de ratén recién nacido, asi como en tejido de ovario obtenido de rata de 14
dias posnatal se confirmé una distribucion diferencial de la familia Notch, en donde
los ovocitos de foliculos primordiales y primarios se detect6 exclusivamente Notch2 y
Jagged1; mientras que Notch2 estuvo ausente en estructuras de foliculos antrales
mientras que en células de la granulosa de foliculos primarios y de foliculos antrales la
presencia de Notch2 fue evidente (Trombly et al., 2009).

Finalmente, estudios de funcionalidad de esta via de sefializacién (Trombly et
al, 2009) han demostrado que la inhibiciéon especifica del receptor Notch con
secretasas en foliculos primarios en cultivo provoca una completa digénesis de los
foliculos, sugiriendo que la via de sefializacién Notch es importante para el desarrollo
folicular desde el ensamblaje de foliculos primordiales hasta el desarrollo de foliculos
primarios; adicionalmente, ovarios de animales hipofisectomizados tratados
previamente con gonadotropinas y con un inhibidor de la via Notch (compuesto E)
interrumpié el crecimiento de los foliculos dependientes de gonadotropinas
(Jovanovic et al,, 2013). Por lo tanto, los estudios de expresidn, inmunolocalizacion y
funcionalidad de esta via de sefalizacién nos indica su participacion de Notch en el
desarrollo folicular y que puede estar se involucrado en la comunicacion de células del
endotelio, sugiriendo como un candidato para regular la actividad intraovarica a

través de vias vasculares y no vasculares dentro del ovario.

2.9.2 Relacion VEGF con Notch

La sefializacion de Notch interactia con VEGF durante la formacién de un
nuevo vaso sanguineo, durante la migracion de las células endoteliales de punta y la
proliferaciéon de las células endoteliales de tallo que formaran el nuevo vaso
sanguineo, el proceso se resume, VEGF induce la expresion del ligando D114 de NOTCH,
lo cual activa la via Notch a través del ligando Jagged 1 de NOTCH el cual reduce la
expresion del receptor 2 de VEGF (VEGFR2) suprimiendo las células endoteliales de

punta, lo cual promueve la proliferacion de las células endoteliales de tallo (Roca et al,
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2007; Thurston et al, 2008; Jovanovic et al, 2012). Las vias Notch y VEGF desempenan
funciones complementarias durante la angiogénesis tumoral, y el bloqueo simultaneo
de ambas vias disminuye la vasculatura y la viabilidad del tumor primario, mucho mas
que al sélo bloquear estas vias por separado (Hernandez, et al; 2013).

Por otra parte en las regiones angiogénicos en la vasculatura de la retina,
muestran intensa expresion de VEGFR2 en las regiones donde las células endoteliales
expresan fuertemente el ligando Dll4 de NOTCH (Suchting et al. 2007; Sieckmann
2008).

Se ha demostrado la relacion VEGF y NOTCH en funciones ovaricas, por
ejemplo en el ovario de los mamiferos se requiere de la comunicacién bidireccional
entre ovocito-células de la granulosa y células de la granulosa-granulosa para la
maduracion meidtica, la competencia ovocitaria y el desarrollo folicular,
respectivamente. Al analizar las vias implicadas en este tipo de regulaciéon molecular
se incluyen una unién estrecha entre las vias de sefializacién IGF 1, VEGF, FGF, Notch.
(Bonnet et al., 2013) documentaron el perfil de expresion de varios genes, incluyendo
VEGF y NOTCH los cuales mostraron una expresion diferencial entre los ovocitos y las
células de la granulosa. También se ha demostrado una funcién activa de Jaggedl y
Notch2 en la resolucion de sincitios de células germinales y la coordinacion de
crecimiento de las células somaticas y germinales dentro de los foliculos del ovario de

raton (Vanorny et al, 2014).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La participacion activa de una gran cantidad de interacciones bioquimicas entorno al
desarrollo de la foliculogénesis, muestra claramente que durante su fase dependiente
e independiente a gonadotropinas, la foliculogénesis es finamente regulada por
factores autédcrinos, paracrinos y endocrinos.

Si bien esta informacion es escasa en la segunda etapa de la foliculogénesis,
etapa en donde ocurre la transiciéon de foliculo preantral a foliculo antral en ausencia
de gonadotropinas, la administracion exdgena de estas hormonas favorece el
crecimiento y desarrollo folicular, aunado a ello, se ha observado cambios en el patrén
angiogénico intraovarico en donde el aumento en la trama vascular garantiza la
continuidad del crecimiento y desarrollo durante esta transicién, proceso que se ve
favorecido en presencia de VEGF y miembros de la familia Notch.

Al respecto se reconoce al VEGF y a sus receptores como los principales
reguladores de la angiogénesis, modificando la proliferaciéon, sobrevivencia y
migracion de las células endoteliales derivadas de las arterias, venas y vasos linfaticos,
lo que resulta en la formaciéon de nuevos vasos sanguineos; asociado a esta via,
recientemente se ha documenta la participacion de distintos miembros de la familia
Notch y que mediante el contacto célula-célula y una sefalizaciéon local también
desempefian papeles de regulacion en el crecimiento y desarrollo folicular
modificando el proceso de angiogénesis, lo que abre la posibilidad de que estas dos
vias de sefalizacién se encuentren involucradas durante el desarrollo folicular en
esta segunda fase.

Por lo tanto y tratando de generar nueva informacién sobre la transicion de
foliculo preantral a un estado antral en el ovario del mamifero, el presente estudio se
encamind a identificar la presencia de VEGF y Notch2 en estructuras foliculares del

ovario de la rata después del estimulo gonadotrdpico y su posible relacion.
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4. HIPOTESIS

La inducciéon del desarrollo folicular con gonadotropinas favorece la expresion de
VEGF y Notch2 durante la transicion de foliculos preantral a antral en el ovario de la

rata infantil.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del estimulo gonadotrépico sobre la presencia de VEGF y Notch2

durante la transicidn de foliculos preantral a antral en la rata infantil.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Desarrollar un modelo in vivo que permita el estudio de la transicién de foliculo
preantral a antral en el ovario de rata infantil.

b) Evaluar el desarrollo folicular después del estimulo gonadotrépico.

c) Evaluar el efecto del estimulo gonadotrépico asociados a la presencia de VEGF y

Notch2 durante la transicién preantral-antral.
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6. ABORDAJE EXPERIMENTAL IN VIVO QUE PERMITA EL ESTUDIO DE LA
TRANSICION FOLICULAR PREANTRAL-ANTRAL EN EL OVARIO DE LA RATA

6.1 INTRODUCCION

Diversas estrategias experimentales in vivo e in vitro se han desarrollo entorno
al estudio de la foliculogénesis en mamiferos. Estudios in vitro en roedores han
demostrado que las células de la granulosa de foliculos en desarrollo contienen
receptores a FSH desde edades tempranas hasta etapas maduras del animal. Esta
serie de estudios han permitido demostrar la participacién de las gonadotropinas en
la esteroidogénesis folicular, particularmente en foliculos preantrales y antrales.
(Danforth et al., 2003; Wang et al., 2007)

Estudios in vivo, en roedores prepuberes bajo el efecto de antagonista a GnRH o
bien después de la extraccion de la hipdfisis ha generado evidencias de una
participacién activa de las gonadotropinas durante el desarrollo folicular (McGee et
al,, 1997). En concordancia con ello, el modelo in vivo de la rata prepuber intacta bajo
el efecto de la gonadotropina coriénica equina o eCG, ha demostrado la participaciéon
de las hormonas esteroides, de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
del endotelio vascular o VEGF (por su siglas en inglés) y algunas citosinas, con
resultados que indican un papel regulador de estos factores durante la transicién de
folicular de la primera y ultima fase de la foliculogénesis Sin embargo, para el estudio
segunda fase de la foliculogénesis, fase que incluye la transiciéon del foliculo preantral
a un estado antral, el empleo de este modelo muestra una serie de dificultades que
pueden interferir en la interpretaciéon y desarrollo del estudio, por ejemplo, el ovario
de animales prepuberes (21 a 25 dias) presenta un patron folicular con una alta
asincronia, asociado a ello, los niveles de gonadotropinas endégenas se encuentran
elevados. (Danforth et al., 2003; Wang et al,, 2007; Abramovich et al,, 2009; Zang et al,,
2015;).

Con base a esta informacién y este grupo de modelos, en la actualidad no se
cuenta con una estrategia experimental in vivo que permita estudiar de forma

especifica la transicion de foliculo preantral a un estadio antral durante la
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foliculogénesis. Por lo tanto, en este capitulo de la tesis se presenta los resultados del
desarrollo de la estrategia experimental in vivo que permitio evaluar la transicion del
foliculo preantral a un estadio antral. Para ello, se caracteriz6 el desarrollo ovarico
postnatal, bajo la presuncion de que los ovarios infantiles cuentan con un nimero
mayor de foliculos preantrales, cuya maduracion puede ser sincronizada
farmacol6gicamente con un estimulo gonadotrépico y con ello aumentar el nimero de

foliculos por animal en la etapa de transicion de foliculo preantral a antral.

6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Animales

Para el desarrollo del estudio histologico del ovario de la rata prepuber, el Bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional Auténoma de
México proporcioné cuatro ratas gestantes de la cepa Wistar. Cada rata gestante se
confind en una caja individual con piso y pared continua sélida y con tapa removible
de reja (conforme a la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-Z00-1999) y bajo esta
condicion se traslado al bioterio de transicion del Instituto, en donde permaneci6 en
un ambiente con una temperatura contralada de 23 + 12C, con una humedad relativa
del 75%, con ciclos de luz-oscuridad de 12h/12h, agua y alimento comercial (LabDiet,
autoclaveable, 5010-5P14, Brentwood Mo, USA) ad libitum hasta el momento del
parto y fin del estudio.

Veinticuatro horas después del parto, la camada se ajusté a 10 crias,
seleccionandose preferentemente a las hembras; el grupo de animales permanecié
con su madre lactante hasta su utilizacion.

El manejo de los animales y los procedimientos experimentales fueron
aprobados tanto por el Comité de Etica para la Experimentacién con Animales del IIB-
UNAM, asi como por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Experimentaciéon (CCIUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM).
(ID221).
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6.2.2 Establecimiento de la edad

Para el estudio histologico se utilizaron ovarios de cinco ratas de diferentes edades, a
saber: 10, 13, 15, 17, 21 y 25 dias post-nacimiento. Las crias lactantes de este estudio
permanecieron con su madre hasta el momento del sacrificio. Los animales de 21 dias
se sacrificaron en el momento del destete y el resto de los animales permanecieron
confinados en una jaula hasta el dia 25, momento en que fueron sacrificados.

Con el fin de tener grupos de condicién corporal homogénea se registré el peso
vivo de cada rata; al término, el grupo de animales seleccionado por edad se colocé en
una camara cerrada conectada a un taque de CO2 en donde se les ocasiono la perdida
rapida de la conciencia hasta que ces6 su respiracion o latidos cardiacos.

Una vez que se concluyé el sacrificio, a cada animal se le extrajo los ovarios que
se disecaron y limpiaron del tejido graso que los rodea y se registro el peso. Concluido
este procedimiento, cada ovario se coloc6 en una solucion de paraformaldehido al 4%
amortiguada en fosfato salino 0.1M, pH 7.2 a 4°C durante 48 horas y después se
deposit6é en una solucién de sacarosa al 10% por un periodo de 24 horas; concluido
este tiempo, cada tejido se traslad6 a una solucién al 20% por un periodo similar y
finalmente los ovarios se conservaron en sacarosa al 30%.

Previo a la inclusién en parafina, cada ovario se lavd tres veces con
amortiguador de fosfatos salino (PBS). De cada bloque de parafina que contenia el
tejido se realizé una serie de cortes con un grosor de 5 micras con el microtomo
(SLEE; modelo MEV) y cada corte se colocé en portaobjetos gelatinizados.

Para el estudio histologico se utilizé la serie que comprendio la parte central
del tejido, la que se tifio con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H&E). De esta
seriacion se capturaron imagenes reconstruidas a 20X con un microscopio confocal de
disco giratorio (Olympus BX51 WI) de la Unidad de Microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El analisis histologico del tejido se realizo a
partir de 3 cortes de ovario reconstruido de cinco animales por edad, y las imagenes
se analizaron con el programa Image ]. Para el analisis morfolégico del ovario se

considerd el didametro del ovario, el diametro del foliculo y de cada ovocito. Con el fin
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de no realizar dobles conteos foliculares, solo se tomaron en cuenta aquellos foliculos
que presentaron ovocito (Lee et al., 2001).

6.2.3 Establecimiento de la dosis de eCG

Una vez que se analizd el patron histologico del ovario en las diferentes edades, se
procedio6 a inducir el desarrollo folicular con eCG (eCG, Foligon, INTERVET, México);
para ello, las diferentes dosis ensayadas se administraron tinicamente en ratas de 10
dias posnatales, debido a que el ovario de la rata con esta edad present6 una
poblacién mayoritariamente conformada de foliculos preantrales. El estudio de la
dosis se realizd en dos ensayos independientes bajo las mismas condiciones; el
primero ensayo incluy6 las dosis de 25 y 50 Ul de eCG, el segundo analizé dosis
menores que correspondieron a 0.1, 1.0 y 10UI de eCG.

Estudio 1. Para este ensayo se utilizaron 15 ratas de la cepa Wistar, de 10 dias
de edad, con peso entre 17 y 20 g. El grupo de animales se distribuy6 al azar en tres
grupos, el grupo 1, recibi6 0 UI; el grupo 2, recibié 25 Ul y el grupo 3, recibi6é 50 Ul de
eCG. La dosis total en cada grupo se dividié en dos aplicaciones con diferencia de 24
horas. Todos los grupos recibieron la dosis en un volumen de 0.5 ml de solucién salina
por via subcutanea y 48 h después del primer estimulo, los animales se sacrificaron
bajo las condiciones indicadas en el estudio histoldgico.

Estudio 2. Se utilizaron 20 ratas de la cepa Wistar, de 10 dias de edad, con peso
entre 17-20 g. Los animales se distribuyeron al azar en cuatro grupos, a saber, el
grupo 1, recibié OUI, el grupo 2, recibi6é 0.1 UI, el grupo 3, recibi6 1.0 Ul y el grupo 4,
recibié 10 Ul de eCG. En este estudio todos los grupos, recibieron una sola dosis en un
volumen de 0.5 ml de solucién salina por via subcutanea y 48 h después los animales
se sacrificaron.

Una vez que se concluy6 cada estudio, los ovarios se procesaron siguiendo el

protocolo descrito en el estudio histolégico.
6.2.4 Dosis de 10 Ul de eCG

Los resultados después de la administraciéon de la eCG nos indicaron que la dosis de

10 Ul de eCG como la dosis 6ptima para el desarrollo folicular en la rata infantil y para
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corroborar este hallazgo se procedié a confirmar el efecto en tres estudios

independientes.

Para cada ensayo se utilizaron 8 ratas de la cepa Wistar, de 10 dias de edad, con
peso entre 17-20 g y se desarroll6 bajo las mismas condiciones. Los animales se
distribuyeron al azar en dos grupos, el grupo control que no recibié eCG y el grupo
eCG que recibi6 10 UI de la hormona. En cada estudio, los animales recibieron una sola
dosis en un volumen de 0.5 ml de solucién salina por via subcutanea y 48 h después se
sacrificaron. Una vez que se concluyd cada estudio, los ovarios de cada animal se

procesaron siguiendo el protocolo descrito en el estudio histolégico.

6. 2.5 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva y se consideré como
diferencias significativas un valor de p<0.05. Previo al andlisis, los datos se
sometieron a la prueba de Shaphiro-Wilk para distribuciéon normal. El didmetro del
ovario, diametro folicular y el diametro del ovocito por edad se compard con una
prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de comparacién multiple de
Tuckey. En el mismo analisis se comprobd el supuesto de que los grupos presentaron
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Brown-Forsythe. Finalmente, el
porcentaje de foliculos por categoria y edad se compar6 mediante una prueba X2. El
analisis estadistico se realizé con el programa estadistico Prism 7.0 (GraphPad, Inc.
CA, USA).

Para comparar los cambios en la distribucidn del diametro de los foliculos de
acuerdo a la edad postnatal, la distribucién de frecuencias relativa de los foliculos que
se midieron en los cortes de ovario de cada grupo de edad se ajustdé con una
distribucién gaussiana para las edades de 0, 13 y 17 dias. Mientras que para los datos
de las ratas de 21 dias post-natales se utiliz6 un ajuste de la suma de dos Gaussianas,
la cual se caracteriza por presentar dos picos de frecuencias, uno de mayor magnitud

que el otro.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Edad

Los parametros de registro entorno a la morfologia del ovario por edad se resumen en
cuadro 1. El peso del ovario se incrementé significativamente con la edad, mientras
que el didmetro del ovario mostré un patrén bimodal, un grupo que incluyé los dias
10 al 15 posnatal que resulto inferior al grupo de 17 a 25 dias de edad. Por su parte el
diametro folicular mostré una fase de transicion entre el dia 15 y 15 de edad.

Finalmente el didmetro del ovocito present6 un patréon de crecimiento similar al peso

del ovario.
Cuadro 1. Parametros de evaluacion mofoldgica del ovario por edad

Edad Ovario & Ovario @& Foliculo antral & Ovocito

(dias)  (mg) (mm) (um) (um)
10 0.75 + 0.042 12+032 133.7+£4.12 31.9=+1.2°
13 1.38 + 0.04° 16+012 160.4 = 3.520 426+ 1.1°
15 2.33+0.17° 1.6+012 191.1:6.8° 55.4 = 2.3¢
17 3.29 + 0.26¢ 20=0.1°% 192.3=6.0° 63.7 = 2.04
21 6.3=0.18° 23:02°b 255.3 +10.5¢ 64.5+1.2d
25 9.7 = 0.80f 25+02° 237.7:78° 68.9 = 1.7¢

Los datos muestran el promedio = error estandar de la media de tres observaciones por edad. Las
letras indican diferencias entre edades

El corte histoldgico representativo del ovario por edad se presenta en la figura 6.1. En
cada corte se incluy06 el grupo de foliculos predominantes. A los 10 dias posnatales se
observaron una serie de foliculos conformados por 3 o 4 capas de células de la
granulosa que rodean a su ovocito, sin la presencia de un antro folicular, foliculos que
se clasificaron como preantrales; entre los dias 13 y 15 posnatales (dato no presente),
el grupo de foliculos predominantes, mostraron un mayor nimero de capas de células
de la granulosa rodeando a su foliculo, adicionalmente se present6 una capa de células
de la teca y se observé un antro folicular (foliculos antrales); para los dias 17, 21 y 25
posnatal (dato no presente), los foliculos predominantes correspondieron al tipo
preovulatorio, caracterizados por multiples capas de células de la granulosa que
rodean a su foliculo, asi mismo, se observaron un mayor numero de capas de la teca
rodeando a las células de la granulosa y se presenté un grupo de células de la
granulosa entorno al foliculo dando origen al cumulus oophorus y se present6 un antro

folicular perfectamente delimitado.
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10 dias

13 dias

17 dias

++

21 dias

Fig. 6.1. Andlisis histolégicos de foliculos en desarrollo de ovarios de rata preptiber. Grupo de
foliculos predominantes por edad. Cada tejido ovarico se tin6 con hematoxilina & eosina. La
amplificacion de cada imagen correspondié a 20X y se tomd con un microscopio de campo
claro. La barra en cada recuadro representa una longitud de 500 pm. *Foliculos preantrales;
** Foliculos antrales; + foliculos antrales grandes; ++ Foliculo preovulatorio. Los datos
representan tres cortes por ovario de cinco ratas por edad.
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El patron histolégico del ovario de la rata por edad y el andlisis de la poblacién
folicular predominante se resume en la figura 6.2. En A, se ejemplifica el corte
histoldgico de ovario tefiido con H&E por edad. En B, se presenta el patréon promedio
de foliculos predominantes por edad, mientras que el patrén de frecuencias de la
distribucién de la poblacidn folicular se resume en C. El andlisis por categoria folicular
con respecto a la edad se presenta en D, en donde es evidente que el ovario de 10 dias
posnatales se caracteriz6 por su alto porcentaje (81%) de foliculos preantrales (<150
um), en contraste, al comparar con edades mayores este porcentaje disminuyod
(p<0.05), asi mismo se evidencié la presencia de foliculos de mayor tamafio cuya
poblacion folicular resulté mas heterogéneo con el incremento de la edad, en donde
se presentaron foliculos con diametros que oscilaron entre los 300 a 450 um,

particularmente entre las edades de 17 a 25 DPN.

6.3.2 Dosis de eCG
Con base al analisis histoldgico del ovario en la rata prepuber se procedi6 al estudio
del desarrollo folicular aplicando diferentes dosis de eCG sobre ratas infantiles de 10
dias posnatales.

Aunque la administracién de 25 Ul y 50 UI eCG gener6 un incremento en el
peso del ovario (9.3 £ 0.9 mg y 8.04 + 0.5 mg) con relacién al grupo control (6.7 + 0.8
mg), la diferencia no fue significativa. El analisis histolégico del ovario de cada rata
mostré foliculos preantrales y antrales con un apreciable desprendimiento en sus
capas de células de la granulosa entorno al ovocito, asi como una desorganizacion
dentro del estroma folicular (Fig. 6.3). Debido al patrén morfolégico del ovario

después del tratamiento resulté dificil realizar un analisis de la poblacién folicular.
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Fig. 6.2. Andlisis de la poblacion folicular en el ovario de la rata preptiber. A) Corte histoldgico
del ovario de acuerdo a su edad, teflidos con H&E; B) promedio del diametro folicular
predominante por edad; C) patréon de distribucién de la poblacién folicular con relacién al
didmetro; D) Porcentaje de foliculos de acuerdo al tamafio y edad post-natal. La flecha
completa sefiala a los foliculos antrales (AF) y la cabeza de flecha muestra los foliculos
preantrales (PAF). La barra equivale a 1000 pm. Los datos representan tres cortes por ovario
de cinco ratas por edad.
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C

Fig. 6.3. Andlisis histoldgicos de foliculos en desarrollo de ovarios de rata de 10 dias posnatales
después del tratamiento con eCG. A) corte histolégico de ovario después de 25Ul de eCG; B)
corte de ovario después de 50Ul de eCG; C) corte histoldgicos del ovario del grupo control. Los
cortes representan la observacion de tres imagenes por animal de cinco ratas por grupo. El
recuadro contiguo representa el patrén de estructuras predominantes por foliculo. Cada
tejido ovarico se tifi6 con hematoxilina & eosina. La amplificacion de cada imagen
correspondi6 a 20X y se tomé con un microscopio de campo claro. La barra en cada recuadro
representa una longitud de 500 pum. Los datos representan tres cortes por ovario de cinco
ratas por edad.
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A diferencia del patron de respuesta con dosis altas, los ovarios de la rata de 10 dias
post-natal que recibié 1.0 UI (1.78 + 0.085 mg) y/o 10 UI (2.0 £ 0.14 mg) de eCG
presentaron un incremento (p<0.05) en el peso cuando se compar6 con el grupo
control (1.21 + 0.047 mg). El andlisis de la poblacion folicular denoto una disminucion
en el porcentaje de foliculos primordiales con la dosis de eCG; en contraste el
porciento de foliculos primarios se mantuvo constante y el porcentaje de foliculos
preantrales y antrales se increment6 con 1.0 y 10 Ul de eCG. La figura 6.4, resume el

porcentaje poblacional a las diferentes dosis.
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Fig. 6.4. Porcentaje de foliculos primordiales, primarios, preantrales y antrales presentes en el
ovario de ratas de 10 dias post-natal después del tramiento con eCG. El porcentaje se determind
del registro de tres cortes de ovario de 5 hembras por grupo.
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6.3.3 10Ul de eCG

El grupo de ratas infantiles de 10 dias posnatales que recibié 10 Ul de eCG no presento
cambios en el peso corporal con respecto al grupo control (Fig. 6.5 recuadro A). En
contraste, el peso del ovario de este grupo se duplico significativamente después del

tratamiento (Fig. 6.5 recuadro B).

Fig. 6.5. Efecto de eCG en el peso corporal y del peso del ovario en ratas de 10 posnatales. A) Peso
corporal del grupo control (testigo) y del grupo que recibié eCG (tratado). B) Peso del ovario
por cada 100g de peso corporal del grupo testigo y tratado. Las ratas fueron tratadas en el dia
8 de edad con solucién salina (testigo) y/o 10 Ul de eCG (tratado), 48 hrs después se
sacrificaron. Las barras representan el promedio * ES del peso del ovario y de cada animal de
cinco animales por grupo.

Por otro parte, los niveles circulantes de estradiol en el grupo que recibié eCG
(Fig. 6.6 recuadro A) se increment6 significativamente (86.2 + 3.5 pg/ml) cuando se
comparo6 con los niveles secretados por grupo que recibié inicamente solucién salina
(50.8 £ 12.6 pg/ml). Este patrén de respuesta resultdé consistente en cada ensayo

independiente (Fig. 6.6 cuadro B).
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Fig. 6.6. Niveles circulantes de estradiol en la rata Wistar de 10 dias post-natales. Ambos grupos
de animales recibieron en el dia 8 post-natal 100 pl de solucién salina (testigo) y/o 10Ul de
eCG (Tratado), 48 horas después se sacrificaron. Las barras muestran el promedio + SEM de
20 animales por grupo. El cuadro B, muestra el promedio + SEM por ensayo.

El andlisis histologico de los ovarios del grupo control y del grupo que recibi6 eCG se
presenta en la figura 6.7, panel A. El patrén de distribucién de la poblacion folicular en
ambos grupos mostro un comportamiento normal (panel B), con una poblacién de
foliculos preantrales del 62% correspondié a foliculos con un didmetro cercano a las
125um (grupo control, OUI). En contraste, en el grupo que recibi6é 10 Ul de eCG mostrd
una la poblacién folicular cercana al 48% con un didmetro de 150um. Durante el
analisis histoldgico, el grupo control se caracteriz6 por presentar un 80.2% de
foliculos preantrales (FPA), mientras que el porcentaje de foliculos antrales (FA)
disminuy6 y correspondié al 19.8% (Panel C), mientras el patréon de distribucién
folicular en el grupo de animales que recibié 10 Ul de eCG mostr6 una distribucién de
foliculos antrales del 43.5% y de foliculos preantrales del 56.5% (Panel C). En el

recuadro D se resumen las concentraciones circulantes de estradiol en ambos grupos.
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Fig. 6.7. Efecto del tratamiento con 10 Ul de eCG durante la transicién de foliculo preantral a
foliculo antral. A) Corte histoldégico del ovario de rata infantil (10DPN) tefiido con H&E; B)
Patrén de distribuciéon de la poblaciéon de folicular con o sin tratamiento; C) Porcentaje de
foliculos preantrales y antrales de cada tratamiento; D) Concentracién de estradiol (pg/ml) en
el suero de ambos grupos. La curva de distribucién de frecuencias del panel B se ajusté a una
curva gaussiana. Los datos del panel C y D se compararon mediante una t de Student a una
cola para dos medias independientes. PND= Dias Postnatales. La Flecha completa seiala
foliculos antrales y la cabeza de flecha sefiala foliculos preantrales. La barra en cada corte
histolégico equivale a 1000pum. Los datos representan el promedio de tres cortes histolégicos
por ovario de cinco ratas por tratamiento.
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6.4 DISCUSION

El presente capitulo de la tesis muestra el desarrollo del modelo biolégico in vivo para
el analisis de la transicién de foliculos preantrales a un estadio antral en el ovario de la
rata. Los resultados mostraron que la rata infantil de 10 dias posnatales después del
tratamiento con 10Ul de eCG disminuy6 su porcentaje de foliculos preantrales
concomitantemente un aumento de foliculos antrales, asociado a un incremento de
niveles circulantes de estradiol. Esta serie de resultados apoyan a la rata infantil como

un modelo in vivo para el estudio de la segunda etapa de la foliculogénesis.

6.4.1 Morfologia del ovario

El estudio morfolégico confirmo6 que el ovario de la rata infantil (10-17 dias
posnatal) cuenta predominantemente con un patrén de foliculos primordiales,
primarios y secundarios, sin embargo, al acercarse la etapa a la pubertad (21 y 25
posnatales) la presencia de foliculos preovulatorios se acentué. Estas observaciones
se apoyan con los resultados descritos por Picut (2015) en donde el ovario de la rata
cambia su estado morfolégico conforme se incremento la edad.

El analisis histologico del ovario en animales infantil (10 dias posnatal) mostré
un patron con un alto porcentaje de foliculos conformados por 2-4 capas de células de
la granulosa, asi como un pequefio nimero de foliculos que presentaron pequefias
bolsas de liquido empezando a formarse, patron morfolégicos caracteristico de
foliculos preantrales como se ha descrito para esta especie (Picut et al 2015;
Hirshfield and Midgley, 1978).

Con base a los resultados morfolégicos descritos en este estudio y si se
considera que los niveles circulantes de gonadotropinas endégenas durante las
primeras semanas de vida, la rata presenta un patron de secrecién bimodal, con
niveles altos durante los dias 3-4 de vida, después caen a nivel basal y se elevan
nuevamente alrededor del dia 10-11, niveles que se mantienen comparables al pico
preovulatorio hasta el dia 19-20 de vida (Dahl et al.,, 1988) y aunado al indicié de la
presencia de receptores a gonadotropinas en estructuras de foliculos preantrales en
etapas tempranas del desarrollo del animal, podemos considerar que en conjunto

estos tres factores nos permiten inferir que a la edad de 8 DPN es el momento
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adecuado para administrar a la eCG y analizar su efecto sobre el patron de transicion

folicular de preantral 48 horas después.

6.4.2 Dosis de eCG

El patrén morfologico del ovario de animales de 10 DPN después de la administracion
de 25 y 50Ul de eCG mostré un patrén distorsionado a nivel del estroma del ovario,
con un desprendimiento y desorganizacion de las capas de la células de la granulosa
en gran parte de los foliculos preantrales, caracteristicas morfologicas de foliculos en
estado atrésico.

Aunque se considera que el ovario de la rata infantil es sensible a
gonadotropinas, la administracion de 25 o 50 Ul se han administrado en ratas de 21 a
23 dias de edad con resultados que generan un incremento del tamafo del ovario y
desarrollo folicular (Perera-Marin et al, 2004), en el presente estudio las
correspondiente dosis resultaron desfavorables en animales infantiles, posiblemente
por un efecto inhibidor de la hormona ex6gena.

A diferencia del patrdn histolégicos descrito con dosis altas, la dosis de 1.0 Ul
de eCG no mostré un efecto en el patrén histolégico con respecto al grupo control,
aunado a ello en el peso del ovario, el porcentaje de foliculos antrales no se
modificaron, resultado que muestra la baja sensibilidad del ovario a dosis pequenas
de eCG.

En contraste, la administracion de 10Ul de eCG generd un incremento en el
peso y tamafio del ovario, asi como en el desarrollo folicular, que se reflej6 en un
aumento del porcentaje de foliculos antrales concomitantemente una disminucion en
el porcentaje de foliculo preantrales. Estudios previos en ratas juveniles de 19 dias
(McGee et al,, 1997) se demostr6 que la administracion de 1.0 UI de eCG/g de peso
induce un incremento en el peso del ovario, datos que apoyan que 10Ul de eCG por
animal es capaz de inducir en ratas de 8 dia posnatales el desarrollo folicular como se
presento en el incremento del peso del ovario. Ademas McGee (1997) demostré que el
tratamiento con eCG a ratas infantiles de 5 dias posnatales (que contiene una
proporcidn fija de FSH y LH bioactiva), también se traduce en un aumento en el peso

de ovario. Por lo tanto nuestra informacién indica que 10Ul corresponde a la dosis
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adecuada para analizar la transicion folicular de foliculo preantral a un estado antral
en el ovario de la rata infantil de 10 dias postnatales.

Aunque en este estudio no se utilizaron ratas hipofisectomizadas o tratadas
con antagonista a GnRH, con el fin de inhibir el patrén de secrecién de las
gonadotropinas endégenas que puedan enmascarar el efecto de le eCG exdgena
durante el estudio del desarrollo folicular, nosotros consideraramos que el modelo de
la rata infantil de 10 dias posnatales que recibié el estimulo de eCG cuenta con los
requisitos para el estudio de la transicion folicular de preantral a antral, dado que en
el momento que el animal no presenta ningtn pico previo de gonadotropinas, por lo
que el efecto que se observo entorno al incremento del tamaiio y el peso del ovario, asi
como el cambio en el patron folicular se pueden atribuir al efecto generado por la eCG

exdgena.

6.4.3 El modelo
El modelo mas utilizado para el estudio de la foliculogénesis corresponde al efecto que
ejerce la gonadotropina corionica equina o eCG sobre ratas prepuberes intactas. Con
este modelo se ha logrado conocer los cambios morfoloégicos que ocurren en el ovario
durante la primera y ultima etapa de la foliculogénesis, asociado a sus mecanismos de
regulacion y su actores involucrados (Danforth et al., 2003; Abramovich et al., 2009).

El estudio de la transicion de foliculo preantral a un estadio antral (segunda
etapa de la foliculogénesis) ha sido poco documentada y aunque se cuenta con este
modelo éste presenta dos limitaciones: 1) la edad de estudio (21 a 25 dias posnatales),
el ovario esta integrado con una poblacién folicular altamente asincronica, lo que
resulta dificil para este andlisis; 2) los animales a esta edad muestran niveles
hormonales de FSH y LH elevados, y posiblemente enmascaren la respuesta inducida
por la eCG. Es por estas razones que el presente estudio se encamino a conocer
primeramente la morfologia del ovario de la rata desde la lactancia a la pubertad y el
efecto de diferentes dosis de eCG sobre el desarrollo folicular.

La utilizacién de la eCG como inductor del desarrollo folicular ha sido
ampliamente documentado (Abramovich et al,, 2009). Esta hormona tiene un doble

efecto bioldgico, actia como LH y FSH. Esta gonadotropina cuenta con una mayor
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actividad bioldgica dirigida a generar efectos similares a la FSH y tiene una
prolongada vida media en circulacién atribuida a su alto contenido de oligosacaridos
(Braw and Tsafriri, 1980), por estas caracteristicas intrinsecas de la hormona, el

presente estudio utiliz6 ala eCG como un inductor del desarrollo folicular en la rata.

6.5 CONCLUSION

El incremento significativo entorno al didmetro del ovario, la disminuciéon en el
porcentaje de foliculos preantrales concomitantemente un aumento en el porcentaje
de foliculos antrales y el aumento en las concentraciones circulantes de estradiol, abre
el panorama para ser utilizada a la rata infantil como modelo biolégico in vivo, que
permita de forma especifica el estudio de la transicion de preantral a antral y con ello
tener un modelo que permita identificar el o los mecanismos y sus actores

involucrados durante la transicion de foliculos preantrales a un estadio antral.
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7. ESTIMULO GONADOTROPICO ASOCIADO A PCNA, VEGF Y NOTCH2 EN EL
OVARIO DE RATA INFANTIL

7.1 INTRODUCCION

En los mamiferos, el desarrollo folicular ovarico es un proceso continuo durante la
vida reproductiva. La identificacion de los factores autdcrinos, paracrinos y
endocrinos que regulan el crecimiento y desarrollo folicular ha permitido el estudio
en la vida reproductiva del mamifero (Orizaka et al., 2013).

Uno de los factores involucrados corresponde al factor de crecimiento del
endotelio vascular o VEGF (por su sigla en inglés) que favorece el desarrollo vascular
entorno a foliculos en crecimiento lo que garantiza la tasa de reclutamiento de
foliculos y/o la inhibicidn de la atresia folicular (Danforth et al., 2003).

Aunado a su participacidon en el proceso angiogénico, el VEGF favorece de
forma local la permeabilidad celular, la tasa de proliferacion y la disminucién de la
apoptosis en las células de la granulosa y en células de la teca (Barboni et al., 2000) y
con ello favorece el desarrollo folicular (Greenaway et al., 2004).

Su regulacién por parte de las gonadotropinas (Schimitzu et al, 2013;
Zimmerman et al., 2003) hace al VEGF un factor activo a lo largo de la foliculogénesis
cuando el patrén de secrecidn de las gonadotropinas es modificado. Alternativamente,
el efecto directo del VEGF en células de la granulosa desempefia efectos mitégenos
que podria estimular directamente el crecimiento folicular; su accién in situ en el
ovario (Danforth et al, 2003), su bloqueo durante la foliculogénesis inducida por
gonadotropinas (Abramovich et al., 2006), y la inhibicién de la accién de su receptor
(Wulff, 2001), confirman su participacidn activa en el desarrollo folicular.

Aunque la identificacién de los factores que regulan el crecimiento y desarrollo
se ha centrado principalmente en factores endocrinos y factores intraovaricos. La
comunicacién entre el ovocito-granulosa y las células granulosa-granulosa que
implican el contacto célula-célula y una sefializaciéon local, también desempenan
papeles importantes en el crecimiento y desarrollo folicular (Zhang et al., 2011).

Al respecto, estudios previos han demostrado que los miembros de la via de

seflalizacion Notch se expresan de forma diferencial en los ovarios de mamiferos,
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incluyendo Notch2, (Johnson et al,, 2001), lo que sugiere que esta via de sefializacién
podria desempefiar un papel en la foliculogénesis. Sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre la sefalizacion de Notch se han descrito durante el desarrollo de
foliculos ovaricos de ovarios de animales adultos. Recientemente Trombly et al.
(2009) encontraron que el bloqueo de la sefializacién Notch en los ovarios de raton
neonatal cultivados resulté en el defecto del montaje folicular primario, lo que indica
que la senalizacion Notch es esencial para la formacion del foliculo primordial.

Dado el hecho de que los componentes de la via de sefializaciéon Notch también
estan presentes en los foliculos primarios y secundarios, es posible postular que esta
via también puede desempefiar papeles en el desarrollo folicular en etapas
posteriores.

Por lo tanto, con este cuerpo de evidencias, en el presente capitulo de esta tesis
se enfoco a identificar la presencia del VEGF y Notch2 en el ovario de la rata infantil
después del desarrollo folicular inducido con eCG, bajo la hipétesis que el efecto
gonadotrépico induce una mayor presencia de VEGF y Notch en las diferentes

estructuras foliculares.

7.2 MATERIALES Y METODOS
7.2.1 Animales

Para el desarrollo del efecto gonadotrdpico sobre la induccion del desarrollo folicular
en la rata infantil asociado a PCNA, VEGF y Notch2, el Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional Autébnoma de México
proporciond de tres a cuatro ratas gestantes de la cepa Wistar por estudio. Cada rata
gestante se confind en una caja individual con piso y pared continua sélida y con tapa
removible de reja (todo conforme a la Norma Oficial Mexicana, NOM-062-Z00-1999) y
bajo esta condicién se traslad6 al Bioterio de transiciéon del Instituto, en donde
permanecié en un ambiente con una temperatura contralada de 23 + 12C, con una
humedad relativa del 75%, con ciclos de luz-oscuridad de 12h/12h, agua y alimento
comercial (LabDiet, autoclaveable, 5010-5P14, Brentwood Mo, USA) ad libitum hasta

el momento del parto y al final del estudio. Veinticuatro horas después del parto, la
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camada se ajusté a 10 crias, seleccionandose preferentemente a las hembras y los
animales permanecieron con su madre lactante hasta su utilizacion.

El manejo de los animales y los procedimientos experimentales fueron
aprobados tanto por el Comité de Etica para la Experimentacién con Animales del IIB-
UNAM, asi como por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de
Experimentaciéon (CCICUAL) del Instituto de Investigaciones Biomédicas (ID221).

Para este estudio se realizaron cuatro experimentos independientes, las crias
(n=8) en cada experimento se distribuyeron en dos grupos: el grupo control (n=4) que
recibio solucion salina y el grupo tratado (n=4) con 10Ul de eCG (Foligén, INTERVET,
México). Ambos grupos recibieron por via subcutanea (s.c.) 100ul de cada solucién y
48 hrs después del estimulo, los animales se sacrificaron. Previo al sacrificio se
registro el peso corporal de cada animal y para la determinaciéon de estradiol se
extrajo aproximadamente entre 1 o 2 ml de sangre periférica bajo anestesia con CO».

Una vez concluido este proceso y después del sacrificio, a cada animal se le
extrajeron los ovarios, a los que se les eliminé el tejido graso circundante, se pesaron e
inmediatamente se depositaron de forma individual en una soluciéon de buffer de
fosfatos (PBS) pH 7.4 con 4% de paraformaldehido por 24 hrs a 42 C. Finalmente, los
ovarios se sumergieron de manera consecutiva en una solucion de PBS con sacarosa al

10, 20 y 30% por 24 h cada una. El esquema siguiente resume dicho procedimiento.

PROCEDIMIENTO DE
MUESTRAS

§

[Corte serial del ovario]
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Q
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o
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con un grosor de 16
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g

Inmunofluoresencia
para
PCNA, VEGF y Notch2
|

2

Obtencién y Analsis de
Imagenes

Nacimientoy
Sexado

~

Administracion de 100l de
Sol. Salina (grupo Testigo)
10 Ul eCG (grupo Tratado)

2.- Obtencion del suero
3.- Limpieza y fijacion de ovarios

1.- Pesado y sacrificio de animales
en paraformaldehido al 4%
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7.2.2 Inmunotransferencia

Previo a la identificacion de las proteinas PCNA, VEGF y Notch2 en el tejido ovarico de
la rata infantil, cada anticuerpo se validé6 mediante inmunotransferencia. Para ello, se
homogeneizaron 12 ovarios de crias de 10 dias de edad sin tratamiento y 12 ovarios
de crias que recibieron 10 Ul de eCG; Ambos grupos de ovarios se homogenizaron
independientemente con un sonicador de punta con 100 pl de buffer RIPA [50 mM
Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% SDS, 5 mM EGTA, 0.5 mM MgC(Cl2, 0.5 mM MnCl; y 0.2 mM
PMSF (phenylmethyl-sulfonylfluoride)] que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete mini, Roche 04 693 124 001). Una vez que se obtuvo cada
homogenado se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min a 42 C y al sobrenadante
recuperado se le cuantificé la concentracion de proteina con el estuche comercial BCA
Protein Assay Kit I, (Pierce, 21225) tomando como referencia a la albumina bovina
(BSA). Una vez concluido este paso se realiz6 el andlisis electroforético.

Para el analisis electroforético se utilizaron geles de poliacrilamida al 10%. En
cada corrida electroforética se colocaron 10 pug de proteina de cada extracto por carril.
Para ello, cada extracto de ovario se resuspendi6 en el amortiguador de corrida y la
muestra se calent6 a 100° C durante 5 min; al terming, el extracto se separé en la SDS-
PAGE; una vez concluida la corrida electroforética, las proteinas presentes en el gel se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, Trans-Blot Transfer Medium,
Hercules, CA, USA) y la membrana se incub6 con los anticuerpos primarios especificos,
a saber: anti-VEGF (1:10,000; ab46154 de Abcam) y anti-Notch2 (1:10,000 de Abcam)
y el anti-PCNA monoclonal de ratén (1:10,000; PC10 de Santa Cruz, Biotechnology)
por 24h. Al término, la membrana se lavé 3 veces con amortiguador de fosfatos salino
que contenia 0.05% de Tween 20, por 5 min en agitacidn constante y a temperatura
ambiente, al concluir este paso se incub6 la membrana con un anticuerpo secundario
biotinilado contra conejo (AP182B, Millipore) y/o ratén (AP194B, Millipore) a una
concentracion 1:10,000; el complejo antigeno-anticuerpo se visualiz6 usando un
estuche de dimamino-bencidina y niquel, siguiendo las especificaciones del fabricante
(Peroxidase-sustrate KIT, DAB-SK-4100, Vector). Se utilizaron como controles
positivos: extracto de cuerpo luteo para VEGF, extracto de pancreas para Notch-2 y

extracto de higado de rata adulta para PCNA; en todos los casos se utilizé -actina
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como proteina constitutiva. Los controles negativos corresponden al extracto de

ovario sin anticuerpo primario.

7.2.3 Inmunotincion
Para el desarrollo de la inmunolocalizacion de las proteinas PCNA, VEGF y Notch2 en
el tejido ovarico de la rata infantil después de la induccién del desarrollo folicular con
eCG se desarrollaron dos protocolos sobre cortes histolégicos con un grosor de 16 pm.
El primer protocolo se desarrollé en cortes de ovarios de rata no perfundida y
se utilizaron anticuerpos secundarios biotinilados, anticuerpos que contienen como
cromégeno ala Diaminobencidina (DAB).
El segundo protocolo se desarrollo en cortes de ovario proveniente de
animales perfundidos con paraformaldehido al 4% amortiguado con fosfato salino al
0.1M, pH 7.2. Los anticuerpos secundarios utilizados estan acoplados a isotiocianato

de fluoresceina (FITC) e isotiocianato de rodamina (TRITC).

7.2.3.1 Protocolo con DAB

Como primer paso, cada laminilla se hidrato con amortiguador de fosfatos (PB)
al 0.1M; posteriormente y con el fin de inhibir la peroxidasa endégena del tejido, cada
laminilla recibié una solucién de peréxido de hidrégeno al 1% durante 10 min; al
término, las laminillas se permeabilizaron durante 5 min a temperatura ambiente con
PB que contenia 0.3% de Triton X-100, 5% de albumina sérica bovina (BSA) y 3% de
suero de caballo inactivado; posteriormente y con el fin de exponer los sitios
antigénicos del tejido, cada laminilla se sumergi6 en una solucién de citratos 0.01M,
pH 6.0 (Immuno/DNA Retriever, Bio-SB, BSB-0020) a 60°C durante 30 min.
Concluidos esta serie de pasos, las laminillas se incubaron por 18h a 4°C con los
siguientes anticuerpos: anti-VEGF (rabbit policlonal; 1:250 dilucion; ab 46154,
Abcam), anti PCNA (mouse monoclonal; 1:100 dilucién, Dako, Debmark); anti-Notch2
(rabbit policlonal; 1:250 dilucién; ab 46154, Abcam). En todos los casos, los

anticuerpos primarios se diluyeron en PBS + 0.1% BSA.
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La unién antigeno-anticuerpo se identificé con presencia de un anticuerpo
secundario biotinilado (anti-rabbit IgG, Millipore AP182B) y el complejo Avidina-
biotina peroxidasa (PK6100, Vector), por ultimo el revelado del complejo se realiz6
con dimamino-bencidina con o sin niquel siguiendo las especificaciones del fabricante
de estuche (Peroxidase-sustrate KIT, DAB-SK-4100, Vector). Al término, los diferentes
cortes se contratifieron con verde de metilo y/o eosina. Como control negativo se
utilizaron secciones de tejido que se incubaron sin anticuerpo primario o secundario.

Para evaluar la morfologia del ovario con diaminobencidina se capturaron
imagenes 20X con el microscopio confocal de disco giratorio Olympus BX51 W], y el

analisis de imagenes se realiz6 con el programa Image |.

7.2.3.2 Protocolo para fluorescencia

Para el desarrollo de este protocolo y con el fin de minimizar la
autofluorescencia del tejido se recurrié a obtener ovarios de rata perfundida.

Perfusidn: Cada animal recibi6 una inyeccién intra-peritoneal de pentobarbital
sédico, una vez anestesiado el animal se colocé un catéter en el ventriculo izquierdo, e
inmediatamente después se administraron 150 ml de PB seguido de 250 ml de una
solucién de PFA al 4%. Concluido este proceso, los ovarios de cada animal se
retiraron, se limpiaron del tejido graso circundante y se depositaron en una solucién
de sacarosa al 10 % y 24 hrs después se colocaron en solucién de sacarosa al 30% en

donde permanecieron hasta su andlisis histolégico.

Cortes histoldgicos: para obtener cortes de ovario, primeramente el tejido que
permanecid en sacarosa al 30% se incluy6 en una solucidn crioprotectora (Tissue Tek-
II 0.C.T 4583, Sakura Finetek USA) e inmediatamente la muestra se congel6 con 4-
metilbutano pre-enfriado con hielo seco. Una vez congelado el tejido se realizaron
cortes seriales con un grosor de 16 pm a -20°C con el criostato (marca y modelo) y los
cortes obtenidos se depositaron sobre un portaobjeto pre-tratado con gelatina.

Inmunofluorescencia: El analisis por inmunofluorescencia de cada laminilla

que contenia cortes histolégicos centrales de cada ovario se inicié6 permeabilizé el
tejido con amortiguador PBS-Tritdn; se continud con el bloque6 peroxidasa endogena

colocando perdxido de hidrégeno al 3% durante 10 min y los sitios antigénicos de
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cada tejido se expusieron aplicando el amortiguador de citratos al 0.01M, pH 6.0
(Immuno/DNA Retriever, Bio-SB, BSB-0020) durante 30 min a 60°C.

Al termind, cada corte contenido en la laminilla se bloque6 durante 60 min a
temperatura ambiente con una solucién que contenia albimina y suero de caballo
inactivado al 5%. Finalmente y con el fin de minimizar la auto-fluorescencia, cada
laminilla recibié una solucién que contenia 50 mM de acetato de amonio y 1mM
sulfato de cobre por 15 minutos a temperatura ambiente (Schnell, 1999).

Una vez concluidos esta serie de pasos, las laminillas se dividieron en
dos grupos, un grupo de laminillas que se incub6 simultaneamente por 42 horas a 4°C
con el anticuerpo primario policlonal para VEGF (anti-VEGF, ab46154, Abcam,
dilucion 1:200) y con el anticuerpo monoclonal dirigido contra a PCNA (anti-PCNA,
PC10 de Santa Cruz Biotechnology, dilucién 1:50). El segundo grupo de laminillas se
incubd por el mismo tiempo y temperatura colocando simultdneamente al anticuerpo
primario policlonal para el receptor Notch2 (antiNotch2, ab52302, Abcam, dilucién
1:200) y al anticuerpo monoclonal dirigido contra a PCNA (anti-PCNA, PC10 de Santa
Cruz Biotechnology, dilucién 1:50). Posteriormente, cada laminilla se lavé dos veces
con amortiguador de fosfatos (PB) y se incubdé con el anticuerpo secundario a
temperatura ambiente por 90 min, finalmente se lavé dos veces con PB y se tifieron
los nucleos con DAPI (1 pg/ml) durante 1 min y al final se cubrieron con medio de
montaje para fluorescencia (S3023, Dako).

En todos los casos se utilizé como control negativo la preparacion en ausencia
de anticuerpo primario. El control positivo correspondi6é a cortes de ovario de rata
adulta. La tabla 2 resume el esquema de combinacidn de los anticuerpos primarios y

secundarios
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Tabla 2. Combinacién de los anticuerpos primarios y secundarios.

Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo

Primario Secundario Primario Secundario
Anti-PCNA Dk x Ms Alexa 488 Anti-VEGF Dk x Rb Alexa 594
de raton dilucion 1:500 de conejo dilucion 1:500
Anti-PCNA Dk x Ms Alexa 488 Anti-Notch Dk x Rb Alexa 594
de ratén dilucion 1:500! de conejo dilucion 1:5002

DAPI

1A21202, A212072 Invitrogen

Digitalizacién de imagenes: Para evaluar la morfologia del ovario inmunoteiido con
fluoréforos se adquirieron imagenes con el microscopio confocal de disco giratorio
Olympus BX51 WI con un amento de 40X, utilizando los filtros para isotiocianato de
fluoresceina e isotiocianato de rodamina y el andlisis de imagenes se realiz6 con el

programa Image J.

7.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la asociacion de las distintas caracteristicas que definen a los foliculos en
respuesta al tratamiento con 10 UI de eCG, se utiliz6é un analisis de correspondencia
multiple. Para este andlisis se incluy6 la asociacion entre los grupos tratados (0 y 10
Ul de eCG), la categoria de tamafio del foliculo (< 80 pm, 80-160 pm y > 160 pum), el
tipo de foliculo (preantral o antral), el nivel de produccion de estradiol de acuerdo a
los valores en percentiles del grupo control (0 Ul, < 33.3%, 33.3-66.6% y > 66.6%), la
expresion (positiva o negativa) de VEGF, NOTCH y PCNA en las células de la granulosa
o en el ovocito. El analisis de correspondencia multiple se realizé con el paquete

estadistico SAS University (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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7.4 RESULTADOS

7.4.1 Validacion de anticuerpos

El estudio por medio de la inmunotransferencia para la caracterizacién de los
anticuerpos para la identificacién de las proteinas (3 actina, VEGF, PCNA y Notch 2
presentes en el extracto de ovario de la rata infantil se ejemplifican en la figura 7.1.
Cada banda inmunotefiida que se present6 en el extracto del ovario control y tratado
asi como en el cuerpo luteo (control positivo) correspondi6 al peso molecular relativo

(Kda) de cada proteina como es sefialado en el protocolo del fabricante.

CL Tratado Testigo

42 Kda — Bactina

45Kda—» |6 . et | VEGF

36 Kda [
34 Kda PCNA

Fig. 7.1.- Después de la homogenizacién del tejido ovarico, las proteinas fueron extraidas y
sujetas a una electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y transferidas a una membrana
de nitrocelulosa. La proteina PCNA, Notch2, VEGF y [-actina se visualizaron con su
correspondiente anticuerpo (ver materiales y métodos). El panel muestra el inmunoblot
representativo para la proteina actina, VEGF, PCNA y Notch 2 presente en el extracto de
ovario de rata que recibié 10UI de eCG (grupo tratado), el extracto de ovario del grupo testigo
(solucion salina) y el cuerpo luteo (CL) como control positivo. KDa, peso molecular relativo. El
revelado de la proteina se describe en material y métodos.
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7.4.2 Inmunotincion con DAB
7.4.2.1 PCNA

La presencia de la proteina PCNA en rebanas de tejido ovarico de rata infantil se
ejemplifica en la figura 7.2. En el recuadro A, se presenta la distribucion de la proteina
en el corte de ovario que no recibi6 eCG. El recuadro B, ejemplifica el patron de PCNA
en el corte de ovario después del tratamiento con eCG. Como se aprecia, la proteina se
presento principalmente en células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales
de ambos grupos, asi mismo, la proteina se inmunolocalizé en algunos ovocitos de
foliculos primordiales. Su mayor presencia fue en el ovocito de foliculos pre-antrales y
antrales. Esta proteina fue escasa en células de la teca de cada foliculo. En apariencia

la presencia de PCNA fue mayor después de la induccion del desarrollo folicular.

7.4.2.2 VEGF

El patrén de inmunotincién para la proteina VEGF se ejemplifica en la figura 7.3. En el
recuadro A se presenta el corte de ovario antes del tratamiento, en él se observa al VEGF en el
ovocito de foliculos preantrales y antrales, escasamente se observa en células de la granulosa,
pero es evidente en células de la teca y el estroma del ovario (cuadro de amplificaciéon). En el
recuadro B se muestra el corte de ovario después del tratamiento con eCG. VEGF esta presente
en células de la granulosa como en células de la teca de foliculos preantrales y antrales, de
manera idéntica el ovocito mostré un patrén positivo de inmunotinciéon para esta proteina
(cuadro de amplificacién). El recuadro C muestra el control negativo del sistema de

inmunotincion.
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Fig. 7.2. Localizacién celular de la proteina PCNA durante el desarrollo folicular inducido con eCG. La
seccion del ovario representa la seriacion central de tres cortes de ovario de cinco animales por grupo.
Cada seccion del ovario se inmunotifi6 para PCNA. El panel A) ejemplifica el corte de ovario sin
tratamiento y el recuadro inferior corresponde a una amplificacién del tipo de foliculo predominante; el
panel B) corresponde al corte de ovario de animales que recibieron 10 Ul de eCG, el recuadro
ejemplifica los tipos de foliculos predominantes en el ovario. La sefial inmunohistoquimica positiva a
PCNA corresponde a café obscuro y en azul su contratincién. La cabeza de flecha muestra células de la
granulosa inmunopositivas a PCNA. *foliculos pre-antrales; ** foliculos antrales; CT, células de la teca;

0, ovocito. Los datos representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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Fig. 7.3. Localizacién celular de la proteina VEGF durante el desarrollo folicular inducido con eCG. La
seccion del ovario representa la seriacion central. Cada seccién del ovario se inmunotifié para VEGF. El
panel A) ejemplifica el corte de ovario sin tratamiento y el recuadro corresponde a una amplificacion
del tipo de foliculo predominante; el panel B) corresponde al corte de ovario de animales que
recibieron 10 UI de eCG, el recuadro ejemplifica los tipos de foliculos predominantes en el ovario; el
panel C, corresponde al grupo control. La sefial inmunohistoquimica a VEGF corresponde a café
obscuro y en azul su contratincion. La cabeza de flecha muestra células de la granulosa
inmunopositivas a VEGF. CG células de la granulosa; CT células de la teca; O, ovocito. Los datos

representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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7.4.3 Inmunotincion con inmunofluorescencia
7.4.3.1 Colocalizacion de VEGF, Notch2, PCNA

La colocacién de las proteinas VEGF, PCNA, DAPI y Notch2, PCNA, DAPI en el grupo de
foliculos preantrales y antrales objetivo de este estudio se realizé previamente en
corte de ovario de ratas de 10 dias que recibieron 10 Ul de eCG o en ausencia de eCG.
La figura 7.4 muestra un patron representativo del ovario inmunotefliido para estas

proteinas y su localizacién en el grupo de foliculos.

Fig. 7.4. Colocalizacién de VEGF, PCNA, DAPI y Notch, PCNA y DAPI en foliculos preantrales y
antrales del ovario de la rata infantil por medio de inmunofluorescencia. En el recuadro
superior de la figura se presenta la inmunolocalizaciéon de VEGF, PCNA, NOTCH y DAPI en un
foliculo preantral de ambos grupos. En la parte inferior se ejemplifica al foliculo antral antesy
después del tratamiento con eCG. El grupo control o testigo (OUI); grupo estimulado (10UI).
VEGF (rojo); PCNA (verde); Notch (rojo) y DAPI (color azul). Las flechas en color rojo sefialan
a VEGF presente en células de la teca (CT) y la granulosa (CG). Las flechas en color verde
sefialan a PCNA en el ovocito y CG. A, antro folicular. La barra en cada imagen indica una longitud

de 100 pm. Imagen original de amplificacion 20X. Los datos representan tres cortes por ovario de cinco

ratas.
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7.4.3.2 PCNA

La presencia de la proteina de proliferacion nuclear (PCNA) en rebanas de tejido
ovarico de rata infantil por medio de inmunofluorescencia se ejemplifica en la figura
7.5. En el panel superior se muestra la distribucion de la proteina PCNA en conjunto
con la tincién nuclear con DAPI en cada corte de ovario completo y que represento a
cada grupo. En el panel intermedio se muestra inicamente la distribucién de la marca
inmunofluorescente para PCNA (color verde) y en el panel final para DAPI (color
azul). Los resultados mostraron una fuerte inmunofluorescencia nuclear de PCNA en
el ovocito de foliculos preantrales y antrales, asi como en el grupo de células de la
granulosa en el tejido ovarico de ratas que recibieron eCG (Fig. 7.6, panel A, 10UI), en
contraste, el patron de inmunotincion para PCNA en el grupo que no recibi6 eCG fue
menos presente y se localizo en la region del citosol de las células de la granulosa (Fig.
7.6, panel A, OUI). El conteo de foliculos inmunopositivos a PCNA en tres cortes por
ovario de cuatro animales por grupo mostré una diferencia significativa entre
foliculos preantrales y antrales antes y después de la induccién de desarrollo folicular

con eCG (Fig. 7.6, panel B).

7.4.3.3 VEGF

La presencia de la proteina del factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF en
rebanas de tejido ovarico de rata infantil por medio de inmunofluorescencia se
ejemplifica en la figura 7.7. En el panel superior se muestra la distribucién de la
proteina VEGF en conjunto con la tincién nuclear con DAPI en un corte de ovario
completo que represento a cada grupo. En el panel intermedio se muestra inicamente
la distribucién de la marca inmunofluorescente para VEGF (color rojo) y en el panel
final para DAPI (color azul). Los resultados mostraron wuna fuerte
inmunofluorescencia para VEGF en el ovocito de foliculos preantrales y antrales, asi
como en las células de la teca del tejido ovarico de ratas que recibieron eCG (Fig. 7.8
panel A, 10UI), en contraste, el patrén de inmunotincién para VEGF en el grupo que no
recibié eCG fue menos evidente y se localiz6 en solo regiones especificas de algunos
foliculos antrales (Fig. 7.8 panel A, OUI). El conteo de foliculos inmunopositivos a

VEGF en tres cortes por ovario de cuatro animales por grupo mostré una diferencia
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significativa entre foliculos preantrales y antrales antes y después de la inducciéon de

desarrollo folicular con eCG (Fig. 7.8, panel B).

7.4.3.4 NOTCH2

La presencia de la proteina Notch2 en rebanas de tejido ovarico de rata infantil por
medio de inmunofluorescencia se ejemplifica en la figura 7.9. En el panel superior se
muestra la distribucion de la proteina Notch2 en conjunto con la tinciéon nuclear DAPI
en un corte de ovario completo que represent6 al grupo testigo. En el panel inferior se
muestra la distribucion de la marca inmunofluorescente para NOTCH2 (color rojo) y
en el panel final para DAPI (color azul) del grupo que recibi6 10UI de eCG. Los
resultados en el grupo testigo mostraron una fuerte inmunofluorescencia para
NOTCH?2 en las células de la pre-granulosa de foliculos primordiales, escasamente se
presenté NOTCH2 en células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales y se
observo una amplia distribucion de la proteina en la parte del estroma del ovario.

En contraste, la inmunotincion de NOTCH2 en el grupo tratado, fue muy
especifica, en el ovocito de foliculos antrales, en células de la granulosa que estan en el
cumulus oophorus y en células de la teca. Escasa marca se presenté en el grupo de
foliculos preantrales. El conteo de foliculos inmunopositivos a NOTCHZ en tres cortes
por ovario de cuatro animales por grupo no mostré una diferencia significativa entre
foliculos preantrales y antrales antes y después de la induccién de desarrollo folicular

con eCG (Fig. 7.10).

7.4.4 ANALISIS MULTIVARIADO

El patrén de asociacién entre los grupos de tratamiento y las caracteristicas de los
foliculos, la concentracion de estradiol y la expresion de VEGF, NOTCH y PCNA en
células de la granulosa y en el ovocito de los foliculos preantrales y antrales de las
ratas evaluadas se resumen en la figura 7.11. La fuerza de asociacion entre las
variables se interpreté en relacion a la distancia que separan a dos puntos adyacentes;

entre menor es la distancia, mayor la asociacién entre variables.
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Control Tratado

PCNA

DAPI

Fig. 7.5. Deteccién de PCNA en foliculos del ovario de la rata infantil por medio de
inmunofluorescencia. El recuadro superior se presenta la distribucion de la poblacién folicular
inmunopositiva a PCNA (color verde) y DAPI (color azul). En el panel intermedio solo se
presenta la marca de PCNA (verde) por ovario y el panel inferior la presencia de DAPI (azul).
La linea denota una longitud de 500 pm. Imagen original de amplificacién 20X. Los datos

representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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Fig. 7.6. Presencia de PCNA en foliculos del ovario de la rata infantil por medio de
inmunofluorescencia. En el recuadro A se presenta la poblacién folicular inmunopositiva a
PCNA (color verde) que representd al grupo testigo (OUI) y al grupo tratado (10UI). DAPI
(color azul). En el panel B se resume el porcentaje de foliculos preantrales (PAF) y antrales
(AF) que resultaron inmunopositivos a PCNA. P<0.05, represent6 diferencia entre grupos. La
barra en cada imagen indica una longitud de 200 um. Imagen original de amplificacién 20X.

Los datos representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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Fig. 7.7 Deteccién de VEGF en foliculos del ovario de la rata infantil por medio de
inmunofluorescencia. El recuadro superior se presenta la distribucion de la poblacién folicular
inmunopositiva a VEGF (color rojo) y DAPI (color azul). En el panel intermedio solo se
presenta la marca de VEGF (rojo) por ovario y el panel inferior la presencia de DAPI (azul). La
linea denota una longitud de 500 pm. Imagen original de amplificacién 20X. Los datos

representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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Fig. 7.8. Presencia de VEGF en foliculos del ovario de la rata infantil por medio de
inmunofluorescencia. En el recuadro A se ejemplifica la ampliaciéon representativa de la
poblacién folicular del grupo testigo (OUI) y del grupo tratado (10UI) inmunopositivos a VEGF
(color rojo) y DAPI (color azul). En el panel B se muestra Gnicamente la distribucion del
inmunomarcaje para VEGF de ambos grupos en foliculos preantrales (PAF) y antrales (AF). La
imagen del recuadro C y D muestra la colocalizaciéon de PCNA y VEGF en foliculos preantrales
y antrales de cada grupo. El recuadro E, muestra el porcentaje de foliculos PAF y AF
inmunopositivos a VEGF en las células de la granulosa. La grafica de recuadro F, muestra el
numero de foliculos que expresaron a la proteina PCNA con cada tratamiento. P<0.05
diferencia significativa en tres corte por ovario de cuatro animales por grupo. La barra en
cada imagen indica 200 pm. Imagen original de amplificaciéon 20X.
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Fig. 7.9. Presencia de Notch2 en foliculos del ovario de la rata infantil por medio de
inmunofluorescencia. En el recuadro superior se presenta un corte de ovario del grupo testigo
(OUD). En la parte inferior del grupo tratado con 10Ul de eCG. La marca roja denota inmuno-
positividad a Notch2. En azul es tincion con DAPI. La barra indica 500 pm. Imagen original de

amplificacion 20X. Los datos representan tres cortes por ovario de cinco ratas.
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Fig. 7.10. Presencia de Notch2, PCNA y DAPI en foliculos del ovario de la rata infantil por medio
de inmunofluorescencia. En el recuadro A se muestra el patréon de distribucién de la
inmunofluorescencia para PCNA, Notch2 y DAPI en foliculos preantrales (PAF) y antrales (FA)
del grupo testigo (0 UI) y del grupo tratado (10UI). El recuadro B y C se presenta una
amplificacién de los foliculos antrales del grupo testigo y tratado, respectivamente. En cada
recuadro se separaron la marca de PCNA (VERDE) y Notoch2 (ROJO). En el recuadro D y E se
resume el nimero de foliculos preantrales y antrales inmunopositivos en sus células de la
granulosa y en el ovocito. A, antro folicular; TC, células de la teca; GC, células de la granulosa
0o, ovocito. La barra indica una longitud de 200 pm. Imagen original de amplificacion 20X.
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Fig. 7.11 Andlisis de correspondencia miiltiple. Muestra el patrén de asociacién entre los
grupos de tratamiento, las caracteristicas de los foliculos, la concentracién de estradiol y la
expresion de VEGF, NOTCH y PCNA en células de la granulosa y en el ovocito de los foliculos
preantrales y antrales de las ratas evaluadas. La categoria de concentracion de estradiol en
suero se obtuvo a partir de los percentiles 33 y 66% del grupo control (0 Ul de eCG). Se
dibujaron elipses arbitrarias para asistir la interpretacién de los grupos formados por la
asociacion entre categorias de las variables. La fuerza de asociacion entre las variables puede
ser facilmente interpretada en relaciéon a la distancia que separan a dos puntos adyacentes;
entre menor es la distancia, mayor la asociacién entre variables.
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7.5 DISCUSION

Un creciente grupo de resultados entorno al estudio de la foliculogénesis, muestran
claramente la participacion de factores autécrinos y paracrinos intrafoliculares en la
etapa independiente a gonadotropinas, en tanto que durante la fase dependiente estan
involucrados multiples factores endocrinos (Orizaka et al., 2013). A diferencia de estas
etapas, durante la fase sensible a gonadotropinas, la regulaciéon del crecimiento del
foliculo preantral en los mamiferos es poco conocida (McGee et al., 2013). Al parecer
la disponibilidad de un suministro vascular en esta etapa de desarrollo puede
proporcionar sefiales endocrinas y paracrinas que pueden ser importante durante los
primeros estados de crecimiento del foliculo (Danforth et al., 2003). Por lo tanto, los
resultados de este estudio muestra el efecto de la eCG sobre el desarrollo folicular en
el ovario de la rata infantil, asociado a VEGF, PCNA y Notch2 como factores autécrinos
o paracrinos involucrados en la foliculogénesis.

Asi mismo, durante el desarrollo folicular inducido en el ovario de la rata
infantil con eCG se observé una mayor inmuno-presencia del factor de crecimiento del
endotelio vascular o VEGF en células de la granulosa (CG), de la teca y en el ovocito de
foliculos preantrales y antrales. Esta presencia de VEGF en CG y de la teca coincidio
con estudios que demostraron que este factor de crecimiento es sintetizado y
expresado en este grupo de células (Barboni et al., 2000). Este incremento de VEGF en
foliculos preantrales y antrales durante el desarrollo folicular inducido, se puede
atribuir a un posible papel regulador de las gonadotropinas sobre la sintesis del VEGF
intrafolicular. A este respecto evidencias in vitro e in vivo muestran que la expresion,
sintesis y secrecion del VEGF en foliculos en desarrollo depende en parte de las
gonadotropinas; esta sintesis y secrecion del VEGF cambia a lo largo de la
foliculogénesis, cuando el patron de secrecion de las gonadotropinas es modificado
(Schimitzu et al., 2013; Zimmerman et al., 2003).

La presencia de VEGF en las células de la granulosa y de la teca de foliculos en
transicion conlleva a pensar que el incremento de este factor después del tratamiento
con eCG favorecié el desarrollo de foliculos preantrales a través de mejorar la
angiogénesis o la permeabilidad vascular entorno a este grupo de foliculos en

desarrollo (Greenaway et al, 2004), cambios que en conjunto puedan generar un
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impacto en el suplemento vascular del foliculo, lo que provee los elementos necesarios
como factores autdcrinos o paracrinos como los factores de crecimiento, esteroides,
gonadotropinas, oxigenos y nutrientes para continuar con el desarrollo. Este
incremento de sustancias foliculotrépicas podria resultar en un aumento en la tasa de
reclutamiento de foliculos antrales o inhibir la atresia folicular. Alternativamente,
otras evidencias sugieren que el VEGF puede tener efectos mitégenos directos sobre
las células de la granulosa in vitro y podria estimular directamente el crecimiento del
foliculo en el ovario de rata, o bien activar la sobrevivencia y proliferaciéon de la
células de la granulosa, asi como un aumento en la permeabilidad vascular
(Greenaway et al., 2004). Aunque en este estudio no se analizé el desarrollo vascular
entorno al desarrollo folicular, es necesario desarrollo estudios detallados que
examinen la evoluciéon temporal de la angiogénesis ovarica, la permeabilidad vascular
y crecimiento de los foliculos en curso, con lo que se podria ayudar a establecer la
relacion entre el crecimiento del foliculo y la angiogénesis siguiente después de la
administracién o inhibicién del VEGF.

Por otro lado, el efecto directo del VEGF en el ovario (Danforth et al., 2003), su
bloqueo durante la foliculogénesis inducida por gonadotropinas (Abramovich et al,,
2006), y la inhibicion de la accion de su receptor (Wulff, 2001), confirman su
participacién en el desarrollo de foliculos preantrales en el ovario de la rata. Por lo
tanto, con este cuerpo de evidencias y la mayor presencia de VEGF en las estructuras
foliculares del ovario de la rata infantil después del efecto gonadotrépico, nos hace
pensar que la induccién del desarrollo folicular a través de la transicién folicular de
preantral a un estadio antral depende del VEGF cuya regulacion esta a cargo de la eCG
sobre la sintesis y secreciéon de este factor de crecimiento. VEGF intrafolicular que
puede desencadenar una serie de cambios involucrados en la foliculogénesis.

Aunque no se conoce de forma precisa los mecanismos por los cuales se regula
al VEGF en este grupo de foliculos uno de los candidatos son las gonadotropinas
(Robinson et al.,, 2009). Al respecto, se sabe que el estradiol es un inductor del
crecimiento y desarrollo folicular en la rata (Danforth et al., 2003) y la observacién de
un incremento significativo en los niveles circulantes de estradiol en la rata infantil

después del tratamiento hormonal, niveles que coincidieron con el patrén observado
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en ratas prepuberes, nos hace pensar que los estrogenos pueden interferir modulando
al elemento de respuesta para el receptor a estradiol presente en el tejido blanco
como se ha descrito para el gene para VEGF (Khurana et al., 2004).

En concordancia con el VEGF, el antigeno nuclear de células en proliferacion o
PCNA, se incremento significativamente después del tratamiento de la rata infantil con
eCG. Esta proteina como indicador de la proliferacion celular (Tomanek and
Choronowska, 2006) que sirve como cofactor de la delta DNA polimerasa en la fase S
del ciclo celular y es envuelta en la reparacién de DNA durante su sintesis (Bravo et
al, 1987), tiene un patron temporal de expresion, particularmente durante el
crecimiento y desarrollo del foliculos ovaricos, caracterizados por un marcado
proceso de proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa en respuesta la
respuesta a un estimulo gonadotrépico, coincidi6 al observado en CG y de la teca en
esta especie antes de la pubertad. Aunque este patréon resulté similar a las estructuras
ovaricas de cerdas adultas (Tomanek and Choronowska, 2006), en la rata lactante se
observé un alto porcentaje de ovocitos inmunopositivos con PCNA en foliculos
primordiales, posiblemente se atribuye a la especie.

Esta presencia de PCNA en CG de la granulosa y de la teca en foliculos
preantrales y antrales después de la eCG, posiblemente esté relacionado con el
incremento en la tasa de crecimiento, asi como a un aumento en la tasa metabdlica en
aquello foliculos que respondieron a estimulo gonadotropico, como se ha reportada
en la rata y otros mamiferos. En contraste, la presencia de PCNA en el ovocito de este
grupo de foliculos no se puede relacionar con un mecanismo de proliferacion celular
ya que el ovocito se encuentra arrestado meioticamente y no existe replicacion del
DNA, sin embargo, la presencia de PCNA puede estar relacionada como proteina
auxiliar de la DNA polimerasa que es envuelta en la reparacion del DNA o bien que la
DNA polimerasa puede ser activa en ovocitos a reparar el material genético durante el
proceso de transcripcién (Tomanek and Chronowska, 2006).

A diferencia del patréon de VEGF y PCNA, el receptor de membrana Notch2
involucrado en la foliculogénesis (Johnson et al, 2001) y angiogénesis
(Vorontchikhina et al., 2005) en la rata; en foliculos de ratas infantiles no se modifico.

Su presencia en cortes de ovario de rata adulta mediante hibridacién in situ (Johnson
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et al.,, 2001) e inmunohistoquimica (Jovanovic et al., 2013) durante el desarrollo
folicular y la localizacion especifica de Notch2 en células de la granulosa, células de la
teca y el ovocito de foliculos preantrales y antrales coincidié con reportes previos, no
se observé un cambio en la inmunolocalizacién con el tratamiento, sin embargo un
dato interesante fue la aparicion de Notch2 en células de granulosa que rodena al
ovocito asi como al grupo de células de la granulosa cercanas al antro y células de la
granulosa murales en foliculos de ratas que recibieron eCG. A este respecto se ha
sefialado que la aparicion del antro folicular conlleva una diferencia morfolégica y
funcional de ambos tipo de células de la granulosa y cuya diferencia se puede atribuir
a la comunicacién ovocito-CG en el momento de la transicion folicular. La presencia de
Notch2 en el ovocito de foliculos preantrales y antrales puede ser un indicativo de
calidad folicular dado que foliculos con baja respuesta a LH no contienen Notch2

(Tanriverdi et al., 2013).

7.6 CONCLUSION

Se cuenta con un modelo bioldgico in vivo que permite el estudio y analisis de la
transicion de foliculo preantral a antral durante la fase sensible a gonadotropinas,
cuyo analisis multivariado revelo que existe una asociacion entre el efecto
gonadotrépico, la inmunolocalizaciéon de VEGF, Notch2 y PCNA y el incremento de los

niveles circulantes de estradiol.
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8. DISCUSION

Los resultados entorno al desarrollo folicular indican en su fase dependiente e
independiente de gonadotropinas una participacion activa de factores autdcrinos,
paracrinos y endocrinos (Orizaka et al, 2013). Asociado a estos factores, la
disponibilidad de un suministro vascular en cada etapa garantiza la continuidad de la
foliculogénesis (Danforth et al, 2003). Aunque se cuenta con esta informacion, el
desarrollo folicular en su fase sensible a gonadotropinas, etapa que abarca la
transicion del foliculo preantral a un estadio antral, el o los factores que la regulan no

son del todo conocidos (McGee et al., 2013).

Dentro de los factores propuestos se encuentran el VEGF y miembros de la via
de sefializaciéon Notch regulando la angiogénesis folicular (Dimitris et al., 2013). Si
bien estas vias de sefializaciéon se han localizado en estructuras de foliculos
preantrales y antrales, su asociaciéon durante el desarrollo de foliculo preantral a un
estadio antral no se ha descrito. Con base en ello y tratando de generar nueva
informacién entorno a la fase sensible de la foliculogénesis, el presente trabajo de
tesis demostr6 con sus resultados y por medio del analisis multivariado una
asociacidn significativa entre VEGF, Notch2 y el patrén circulante de estradiol durante

la foliculogénesis inducida en la rata infantil.

Aunque esta bien documentada a la rata prepuber (21 a 25 dias de edad) pre-
sensibilizada con eCG como el modelo util para el estudio de la foliculogénesis
(Danforth et al., 2003; Abramovich et al, 2009), este modelo cuenta con varias
desventajas, por ejemplo, 1) el ovario en este periodo cuenta con una poblaciéon
folicular heterogénea (Picut et al, 2013), lo que resulta dificil para un analisis
especifico de transicion folicular y 2) los niveles de FSH y LH endogenos a esta edad se
encuentran elevados, posiblemente enmascaren la respuesta inducida por la eCG. Por
lo tanto, y como se discuti6 en el capitulo 6 de este trabajo de tesis, fue necesario el
desarrollo del modelo del ovario de la rata infantil. E]l analisis histologico del ovario

después de la administracion de eCG, result6 en la induccién del desarrollo folicular
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con una disminucién de foliculos preantrales concomitantemente un aumento de
foliculos antrales, resultado que se interpret6 como un cambio en la transicién
folicular. Con base en ello el modelo desarrollado permitio6 el estudio especifico de la

segunda fase de la foliculogénesis.

El mayor patrén de inmunolocalizacion de VEGF se evidencié en foliculos
antrales y preantrales de animales que recibieron eCG, nos indic6 un posible papel
regulador de las gonadotropinas sobre la sintesis del VEGF intrafolicular (Schimitzu et
al, 2013; Zimmerman et al., 2003). Asi mismo, con el incremento de VEGF en este
grupo de células de foliculos en transicién se presenté una mayor presencia de PCNA
como un indicio de una incremento en la tasa de crecimiento celular, asi como a un
aumento en la tasa metabodlica en aquello foliculos que respondieron a estimulo
gonadotrépico (Greenaway et al, 2004). Aunque en este estudio no se realizé un
estudio sobre la angiogénesis folicular la presencia de una mayor tasa de secrecion del
VEGF esté involucrado sobre el suplemento vascular del foliculo, lo que favoreci6 el

inicio de la transicién folicular.

A diferencia del patron de VEGF y PCNA, el receptor de membrana Notch?2
involucrado en la foliculogénesis (Johnson et al, 2001) y angiogénesis
(Vorontchikhina et al., 2005) folicular en la rata no se modificé en estructuras del
ovario de la rata infantil después del estimulo gonadotrépico. Sin embargo, su
presencia coincidi6 a lo descrito en cortes de ovario de rata adulta mediante

hibridacién in situ (Johnson et al,, 2001) e inmunohistoquimica (Jovanovic 2013).

Finalmente, la presencia de PCNA en el ovocito de este grupo de foliculos no se
puede relacionar con un mecanismo de proliferaciéon celular ya que el ovocito se
encuentra arrestado meioticamente y no existe replicacion del DNA, sin embargo, la
presencia de PCNA puede estar relacionada como proteina auxiliar de la DNA
polimerasa que es envuelta en la reparaciéon del DNA o bien que la DNA polimerasa
puede ser activa en ovocitos a reparar el material genético durante el proceso de

transcripcién (Tomanek and Chronowska, 2006). Aunado a ello, la aparicién de
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Notch2 en células de granulosa que rodena al ovocito asi como al grupo de células de
la granulosa cercanas al antro y células de la granulosa murales en foliculos de ratas
que recibieron eCG, hace pensar en una comunicacién ovocito-CG y CG-CG en el
momento de la transiciéon folicular que favorezca la aparicion del antro y/o la
presencia de Notch2 en el ovocito de foliculos preantrales y antrales puede ser un
indicativo de calidad folicular dado que foliculos con baja respuesta a LH no contienen

Notch2 (Tanriverdi et al., 2013).

Aunque se cuenta con esta serie de resultados que confirman la asociacion
entre ambas vias de sefializacién es necesario el desarrollo de estudios que nos
permitan establecer la funcionalidad de cada una de las vias en esta etapa de estudio
con relacion al desarrollo vascular, para examinar la evolucién temporal de la
angiogénesis ovarica, la permeabilidad vascular y crecimiento de los foliculos en
curso, con lo que se podria ayudar a establecer la relacién entre el crecimiento del

foliculo, la angiogénesis y su regulacion con VEGF y via Notch.

Por lo tanto, con este cuerpo de evidencias que indican una mayor presencia de
VEGF en las estructuras foliculares del ovario de la rata infantil después del efecto
gonadotrdpico, nos hace pensar en una induccién del desarrollo folicular dependiente
de gonadotropinas, regulando la sintesis y secrecion de VEGF y que el VEGF
intrafolicular que puede desencadenar una serie de cambios involucrados en la

foliculogénesis.
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9. CONCLUSION

El presente estudio demostr6 la asociacién entre la inmunolocalizacion de
VEGF, Notch2, la proliferacion y la presencia de cavidad antral, lo que nos sugiere que
VEGF y Notch2, desempefian un papel funcional durante el proceso de transicién de
preantral antral en el ovario de la rata infantil. Sugerimos que a pesar de las
diferencias entre la fisiologia del ovario de una rata infantil y una adulta, esta misma
accién se podria llevar a cabo en ratas adultas, e inclusive en otras especies de
mamiferos. Se requieren otros estudios sobre la comunicacién entre los ovocitos y las
demas células foliculares, a fin de comprender mejor los mecanismos de interaccion y

su participacién en la transicién preantral-antral.
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