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Resumen

En este estudio, se analizo la relacion de la variacion de peso corporal (PC) y de condicion corporal
(CC), con el tiempo de aparicion de los primeros foliculos dominantes (FD) y, la presencia de receptores
de leptina y de LH en los ovarios. En once vacas cebui se realizo ultrasonografia ovarica durante el
posparto para determinar su dinamica folicular: tan pronto como el tercer foliculo dominante (FD) fue
detectado, las vacas fueron tratadas con LH (FDLH, n = 4) o solucion salina (grupo control, FDSS,
n=4)y, 48h después, fueron sometidas a ovariectomia para determinar receptores de leptina y de LH por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) e immunohistoquimica (IHQ). Las vacas del grupo de control que no
presentaron FD también fueron ovariectomizadas (n = 3). No se encontré ningun efecto significativo del
PCy la CC sobre los dias al tercer FD. Sin embargo, se hallé una correlacion negativa entre la pérdida de
PCy la pérdida diaria de CCy el tiempo al primer y tercer FD. En el grupo FDLH, el 75% (3/4) de las vacas
tratadas, ovularon, mientras que en el grupo FDSS, ninguna ovuld. La IFI no fue técnicamente posible, ya
que se encontro autofluorescencia en los tejidos. En la IHQ para ambos receptores, se encontro un patron
de expresion similar durante el desarrollo folicular (lo que sugirere una comodulacion en el ovario), cuya
expresion fue mayor en los FD y en cuerpos hemorrdgicos y menor en foliculos en crecimiento, tanto en
las células de la granulosa, como de la teca y en células luteinizadas.
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Summary

This study seek for the relationship between body weight (BW) and body condition, the time of
appearance of first dominant follicles (DF) and the presence of leptin and LH receptors in the ovaries.
Ovarian ultrasonography was performed during the postpartum period on eleven Zebu cows to monitor
their follicular dynamics. When the third DF was detected, the cows were treated with LH (n=4) or saline
solution (n=4) and 48h later they were ovariectomized to determine leptin and LH receptors by indirect
immunofluorescence (IFI) and immunohistochemistry (IHQ). Cows that did not display DF were also
ovariectomized (control, n=3). No significant effect of variation of BW and BC on the days to third DF
was found. There was also a negative correlation between BW loss and daily BW loss with the time to
the first and third DF. In FDLH group, 75% (3/4) of cows, ovulation was induced. In FDSS group, cows
did not ovulate. The IFI studies for leptin and LH receptors detection were technically impossible due
to the presence of autofluorescence. In the IHQ studies for both receptors, pattern of expression similar
during the follicular development was found suggesting a comudulation at the ovarian level, being
greater in hemorrhagic bodies and dominant follicles, and minor in growing follicles, at granulosa,
theca and luteinized cells levels.

Key words: leptin receptor, LH receptor, postpartum anestrus

Resumo

Neste estudo, analisaram a relacio entre a varia¢do no peso corporal (PC) ea BCS (CC), com o
tempo de aparecimento dos primeiros foliculos dominante (FD), e na presenca de leptina e receptores
de LH ovarios. Em onze vacas zebus foi realizado durante o pos parto ultra-som para determinar a sua
dindamica folicular: logo que o terceiro foliculo dominante (FD) foi detectado, as vacas foram tratadas
com LH (FDLH, n = 4) ou soro fisiologico (grupo controle, FDSS, n = 4) e 48 horas mais tarde, veio a
determinar nos termos ovariectomia receptores de leptina e LH por imunofluorescéncia indireta (IFI)
e immunohistoquimica (IHQ). Vacas no grupo de controlo que ndo apresentarem FD também foram
ovariectomizadas (n = 3). Nos ndo encontramos qualquer efeito significativo sobre o PC do CC no dia de
terceiro FD. No entanto, encontramos uma correlagio negativa entre a perda do PC e da perda didria de
CC e da hora em primeira e terceira FD. Do grupo FDLH-tratados, 75% (3/4) vacas ovularam. Do grupo
FDSS, nenhum ovo. O IF ndo era tecnicamente possivel, uma vez que autofluorescencia foi encontrada
nos tecidos. No IHQ para ambos os receptores, foi encontrado um padrdo semelhante de expressio
durante o desenvolvimento folicular sugerindo uma comodulacion no ovdrio, cuja expressao foi maior
no DF e corpo hemorrdgico nas instincias inferiores e de foliculos em crescimento, tanto nas células
granulosa, como nas células da teca e células luteinizadas.

Palavras chave: anestro pos parto, receptor leptina, receptor LH
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Introduccion

El ganado Cebu (Bos indicus indicus) destinado
a la produccion de carne en el tropico bajo
colombiano, con amamantamiento permanente,
presenta una baja eficiencia reproductiva, debido
principalmente a su prolongado anestro posparto
(8 a 10 meses posparto) (18). El papel de la
hormona luteinizante (LH) en el anestro posparto
bovino ha sido reportado en la literatura desde
hace mas de tres décadas (9, 10). La leptina (OB)
fue descubierta a mediados de los noventas (40)
y su importancia en la fisiologia reproductiva ha
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sido ampliamente reportada (2). Sin embargo, los
mecanismos celulares y moleculares en las gonadas
y las vias de regulacion y sefalizacion implicados en
la regulacion del anestro posparto bovino, todavia
no estan completamente entendidos.

El descenso rapido en las concentraciones séricas
de estradiol al parto, retira el bloqueo ejercido por
esta hormona sobre el eje hipotalamo-hipdfisis
durante la gestacion, estimula la sintesis de ARNm
para la produccion de gonadotropinas y aumenta la
liberacion de hormona liberadora de gonadotropinas
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(GnRH) (26). Las células gonadotropicas de
la adenohipoéfisis llenan sus granulos de LH,
pero, aunque dicha hormona es necesaria para la
maduracion folicular y la ovulacion, no alcanza
las concentraciones séricas necesarias para inducir
la ovulacion, debido al efecto del vinculo entre la
vaca y el ternero (16, 33, 36), a la frecuencia de
succion del ternero (28, 35, 36) y a los cambios en
condicion corporal (4, 18), todos los cuales inducen
una liberacion pulsatil de baja frecuencia y baja
amplitud.

Durante el ayuno, por su parte, la sefial de la
OB es removida, y la pulsatibilidad de la LH y la
funcion reproductiva declinan rdpidamente; de
ahi que el ayuno causa cesacion del ciclo estral
en ratones (39) y en bovinos (4), el cual puede ser
restaurado por la realimentacion o administracion de
la OB durante dos dias, evento que es acompafiado
por un incremento de la LH plasmatica.

Para realizar la esteroidogénesis, la expresion
de los receptores para el ingreso de colesterol y
el transporte del colesterol intracitoplasmatico,
son controlados, entre otros, por un factor de
transcripcion conocido como la proteina reguladora
de esterol (SREBP, que posee un elemento de
uniéon a los elementos SRE de los promotores de
algunos genes implicados en la esteroidogénesis),
sobre el cual la OB tiene actividad reguladora
(27). Luego, este colesterol citoplasmatico sirve
como sustrato para la produccion consecutiva de
pregnenolona, progesterona, 17a-hidroxiprogesterona
y androstenediona, a través de una cascada enzimatica
regulada por la interaccion de la LH con su receptor
en las células de la teca; la produccion de estrogenos
se incrementa a medida que se da el crecimiento de
las ondas foliculares y, en la luteinizacion, se cambia
la ruta metabolica hacia la produccion de progesterona
(12, 15, 20). La identificacion de las sustancias
inhibitorias responsables de la disminuciéon en
la concentracion de FSH y de las sustancias
involucradas en el cambio a la dependencia de LH
durante la divergencia y la dominancia folicular no
han sido bien clarificadas (13).

Las vias de sefalizacion en la dependencia a
LH en las células de la teca producen cambios
en la expresion de genes que son criticos para la

produccion de estrégenos; especificamente, la
LH estimula la produccion de altos niveles de
androstenediona. Ademas, el estado nutricional del
animal es un factor importante en la regulacion de la
esteroidogéneis, donde la OB tiene un papel clave,
esta, producida en el tejido adiposo, participa en vias
de sefializacion para regular el balance energético,
por parte del hipotalamo, expresado en la cantidad
de grasa corporal. La expresion de diferentes
isoformas de OB-R se ha demostrado en el humano,
ratones, ratas, bovinos, caprinos, suinos, y en gran
variedad de tejidos como los rifiones, el higado, el
bazo, el cerebro, y el aparato reproductivo (5, 27).

Otras hormonas como la insulina y el IGF-I
también regulan la funcion reproductiva en términos
del estado energético del animal. La insulina tiene
un efecto estimulador de la esteroidogénesis, al
inducir la actividad de la aromatasa en la granulosa,
efecto que puede ser antagonizado directamente por
la OB especialmente en las células indiferenciadas,
mostrando que el numero de receptores para OB
en los foliculos maduros es menor y por lo tanto
es menos sensibles al efecto negativo de la OB;
ademas, en ausencia de insulina, la OB tiene poco
o ningun efecto en la esteroidogénesis (31). Sin
embargo, el efecto en las células de la granulosa
de bovinos no parece ser una inhibicion directa de
la union de la insulina a su receptor y no afecta el
crecimiento basal de éstas células mediado por
insulina (31), aunque si lo hace disminuyendo el
crecimiento mediado por IGF-1 (32). Mas aun, la
OB no tiene efectos en la induccion de la produccion
de estradiol mediada por IGF-I en las células
de la granulosa de bovinos, en la produccion de
progesterona mediada por FSH en las células de la
granulosa de ratas, ni en la produccion de estradiol
y progesterona mediada por LH en ovarios de ratas.
Por su parte, varios autores sugieren que las altas
concentraciones de OB en mujeres obesas inhiben la
esteroidogénesis de la granulosa mediada por IGF-I,
insulina o gonadotropinas (11, 32).

Nuevos estudios son necesarios para aclarar
la accion inhibitoria de la OB en el ovario bovino,
de rata y humano. En las células de la teca en
bovinos, la OB inhibe la esteroidogénesis mediada
por insulina —aunque, igual que en la granulosa,
no parece ser de forma directa y la produccion de
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androstenediona mediada por LH en humanos
(32). Por consiguiente, en este estudio se evalud
la capacidad ovulatoria de los primeros foliculos
dominantes y el efecto de los cambios de peso y
condicion corporal en la dinamica folicular posparto
y su relacion con la expresion de receptores de OB y
de LH en los foliculos ovulados y no ovulados.

Materiales y métodos

Localizacion del estudio

El estudio fue realizado en la Hacienda “El
Progreso”, propiedad de la Universidad de
Antioquia, ubicada en el municipio de Barbosa (El
Hatillo, Antioquia, Colombia), localizada en una
formacion ecologica de bosque himedo premontano
(bh-PM) segtin la clasificacion de Holdridge (19),
a 1400 msnm, con una temperatura promedio de
20 °C, y una precipitacion anual de 1300 mm. Los
animales pastaron en potreros sembrados en pasto
nativo, pasto estrella (Cynnodon spp) pasto uribe
(Hypharrenia ruffa) y pasto braquiaria (Brachiaria
humidicola), con disponibilidad de agua corriente
y sal mineralizada (con un contenido de fosforo del
8%) a voluntad.

Unidades experimentales

En la region, fueron seleccionadas 11 vacas ceb
en posparto, de tres a siete lactancias, una condicion
corporal igual o superior a 3.0 (Escala de 1 a 5)
y en estado de prefiez avanzada. Los animales
pastorearon a voluntad y al momento del parto no
se apartaron de sus terneros.

Grupos y tratamientos

Una semana después del parto, se dio inicio
al seguimiento de la dinamica folicular cada 48
horas mediante ecografia transrectal (Aloka SSD-
500, tiempo real, sonda SMHz, Aloka CO, LTD,
Tokio, Japoén). Los didmetros foliculares y la
ubicacion de los foliculos fueron registrados, y
se determind como foliculo dominante aquel que
presentaba un diametro superior a 10 mm durante
dos observaciones consecutivas. Los grupos se
conformaron de la siguiente manera: 1) grupo
foliculo dominante—tratamiento con solucion salina
(FDSS, n = 4), donde las vacas fueron tratadas con
2 ml de solucidén salina al 5%, via intravenosa,
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al observarse el tercer foliculo dominante; 2)
grupo foliculo dominante—tratamiento con hormona
luteinizante (FDLH, n = 4), donde las vacas
fueron tratadas con 3.000 UI de hCG (Chorulon®,
Intervet, Netherlands) via intravenosa, al observarse
el tercer foliculo dominante. En ambos grupos
se realizd ecografia ovarica a las 24 y 48 horas
para determinar si ovulaban o no y a las 48 horas del
tratamiento se realizo ovariectomia; y 3) grupo control
(CON, n = 3), donde las vacas que no presentaron
dominancia folicular antes de 60 dias, no recibieron
ningun tratamiento y se les realizd ovariectomia.
El peso de los animales se midi6 utilizando cinta
bovinométrica (17), y la condiciéon corporal fue
evaluada en escala de 1 a 5 (28), ambos, una vez
por semana.

Procedimiento de ovariectomia

Ambos ovarios de cada animal fueron extraidos
por ovariectomia lateral izquierda. Las vacas fueron
sedadas y se les aplico anestesia paravertebral para el
procedimiento quirargico. Luego, los ovarios fueron
transportados en solucion salina fosfatada (PBS) a
4 °C, y luego fueron congelados y conservados a
-20 °C hasta su procesamiento en el laboratorio.

Deteccion de receptores por inmunofluorescencia
e inmunohistoquimica

Las estructuras de los ovarios fueron
clasificadas como foliculos en crecimiento, foliculo
dominante y cuerpo hemorragico. Los cortes
se embebieron en Optimal Cutting Temperature
(OCT compound®, Tissue-Tek, Sakura USA,
Torrance, CA) y se realizaron criocortes de Sy,
que se montaron en laminas de vidrio tratadas
con polilisina. Los tejidos fueron congelados a
-20°C hasta que fueron procesados. Las muestras
se fijaron en acetona fria (4°C/10 min), luego se
realizaron lavados consecutivos con TBS y se
recuperd el antigeno colocandolas en un tampon de
citrato (0.01 M, pH 6.0) y sometiéndolas a dos ciclos
de microondas de 15 minutos (maxima temperatura)
cada uno. El bloqueo de sitios inespecificos se
hizo con albumina sérica bovina al 5% en PBS
a temperatura ambiente/60 min. Como primer
anticuerpo se utilizaron: anticuerpo policlonal de raton
dirigido contra el receptor de leptina humano (con
86% de homologia con la proteina bovina; Sigma,
USA, Product N° L9411) diluido 1:20 e incubado a
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37 °C/2 horas; o anticuerpo policlonal de cabra
dirigido contra el receptor de LH caprino, el cual
presenta un 96% de homologia con la proteina
bovina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA; LHR
K-15: sc-26341), diluido 1:20 a 37 °C/1 hora. Para
la inmunofluorescencia se utilizaron como segundos
anticuerpos: anticuerpo monoclonal de cabra
dirigido contra los fragmentos pesado y ligero de la
region constante de IgG de raton (anti-anti-receptor
de leptina) conjugado con CY3 (Sigma-Aldrich,
Inc. USA, C2821), diluido 1:200 a 37 °C/2 horas; y
anticuerpo monoclonal de cabra dirigido contra los
fragmentos pesado y ligero de la region constante de
IgG de ratén (anti-anti-receptor de LH), conjugado
con FITC (Sigma-Aldrich, Inc. USA, F2016),
diluido 1:200, a 37 °C/2 horas. Ademas, se realizd
una tincion de contraste con DAPI (5 pg/ml). Para
la inmunohistoquimica se utilizaron como segundos
anticuerpos: anticuerpo monoclonal de conejo
dirigido contra Ig de raton y cabra (anti-anti-receptor
de leptina o de LH, Invitrogen®, R21455, R21459),
conjugados con peroxidasa. La actividad de Ia
peroxidasa endogena de los tejidos se bloqued con
peroxido de hidrégeno (al 3% en metanol)/5 min,
y luego se reveld la actividad de la peroxidasa de
rabano con diaminobencidina (0.5 mg/ml; en TBS;
DAB, Sigma). Finalmente, se realiz6 una tincioén de
contraste con hematoxilina.

Como control positivo de OBR se utilizaron
cortes de hipotalamo bovino, y como control positivo
de LHR células de granulosa bovina cultivadas
in vitro o cortes de foliculo dominante de una vaca
ciclando (control positivo); como control negativo
se usaron cortes de epidermis bovina (control
negativo OBR y LHR). Ademas, se realizaron los
controles negativos de la técnica, sin agregar el
primer anticuerpo durante el procesamiento.

Luego del procesamiento de las muestras, los
cortes fueron analizados de la siguiente manera:
1) de los campos representativos para cada
estructura ovarica se tomaron fotografias a 40X; 2)
las fotografias fueron descargadas en el programa
Adobe Photoshop® (Ver. 4.0, Adobe Systems); 3)
una mascara de dimensiones fijas se selecciond
para todas las muestras, la que se desplazaba
en las zonas de interés (células de la granulosa,
teca y luteinizadas), para contar en su interior, el

nimero de células positivas (con expresion de
cada uno de los receptores) y el nimero de células
negativas (sin expresion), hasta ajustar un total de
100 células/campo; y 4) los datos fueron tabulados,
se hallaron los porcentajes de expresion de cada
receptor en cada estructura y, se procesaron para
estadistica descriptiva, para obtener los promedios
y las desviaciones estandar.

Medicion de estrogenos séricos por radioinmu-
noandalisis

Muestras de suero de cada uno de los
animales se tomaron una vez a la semana y en
el momento de la ovariectomia; el suero fue
procesado por radioinmunoensayo (coeficiente de
variacion intraensayo de 4.85%) para determinar las
concentraciones de 17B-estradiol en cada una de las
muestras.

Analisis estadistico

Para estudiar la capacidad ovulatoria del tercer
foliculo dominante, se analizaron los datos de forma
descriptiva, agrupando las vacas que presentaron
dominancia folicular (FDSS, FDLH, n = 8). En
este mismo grupo, se realizd6 una correlacién de
Pearson entre la variacion en la condicion corporal
y el peso corporal, con los dias a la dominancia
folicular. Para el andlisis de la expresion de OBR
y LHR, se tomaron los promedios de expresion en
cada una de las estructuras (foliculo en crecimiento,
foliculo dominante y cuerpo hemorragico) y se les
realizd6 un Anova para un disefio desbalanceado.
La homogeneidad de varianzas se evalué mediante
prueba de Levene. Ademas, se realizaron correlaciones
de Spearman entre la expresion de receptores y las
variables de cambio en la condicién corporal, el
peso y los dias a la dominancia folicular. Todos los
analisis estadistico se realizaron utilizando el programa
Statistica® (Ver. 5.0, StatSoft, USA). Para todos los
efectos se estimod una diferencia significativa de p<0.05.

Resultados
Reanudacion de la dinamica folicular posparto y
variacion en la CC y el peso

En el posparto temprano, las vacas presentaron
un peso de 366.42 + 41.89 kg y una CC de 3.5 £
0.25 (promedio + desviacion estandar). Hasta los
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30 dias posparto el peso disminuyd en un indice
de 0.68 = 1.32 kg/dia, con vacas que perdieron
desde 1g hasta 50 kg en el periodo de seguimiento
folicular; mientras que, la CC se redujo hasta
2.5 £ 0.45. Luego de una semana del parto todas
las vacas ingresaron a seguimiento de la dindmica
folicular y, al momento de la primera evaluacion
todas presentaron cohortes de foliculos en fase de
emergencia. En el grupo de vacas que presentaron
dominancia folicular (FDLH y FDSS, n=8), la
primera y tercera dominancia folicular ocurrieron a
los 29.5 + 14.6 y 53.6 + 17 dias, respectivamente.
Las vacas control (n = 3) fueron ovariectomizadas a
los 35 + 6.7 dias posparto, sin haber presentado FD.

Capacidad  ovulatoria del tercer foliculo

dominante posparto

En el grupo FDLH, de las cuatro vacas tratadas,
en tres (75%) se indujo la ovulacion del tercer
foliculo dominante, luego de la aplicacion exdgena
de LH. En el grupo FDSS, ninguna de las vacas
ovuld, luego de la aplicacion de solucion salina
(véase Tabla 1).

Correlacion entre la variacion de la condicion
corporal, el peso corporal y los dias a la
dominancia folicular

De forma general, incluyendo todos los animales
que presentaron dominancia folicular, no se
encontr6 un efecto significativo (p>0.05) entre la
variacion de la CC y PC, sobre la presentacion de la
dominancia folicular, incluso cuando en el analisis
fueron incluidas las vacas con marcada pérdida de
PC. De igual modo, en los andlisis de regresion se
encontrd una asociacion negativa no significativa (r
= -0.45, R2 = 20.25%, p>0.05) entre la pérdida de
peso diaria y la presentacion de dominancia y, una
asociacion positiva no significativa (r = 0.25, R? =
6.35%; p>0.05) entre el cambio de la condicién
corporal y los dias a la presentacion de la primera
dominancia folicular. Estas mismas asociaciones,
entre pérdida de peso diaria (r = -0.38, R? = 14.44%;
p>0.05), pérdida de condicion corporal (r = 0.19,
R? = 3.61%; p>0.05) se hallaron al dia de aparicion
de la tercera dominancia folicular. Al tomar este
mismo grupo con dominancia folicular y hacer una
correlacion entre la pérdida de peso diaria y los
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dias a la primera y tercera dominancia folicular, se
encontrd que la pérdida de peso diaria determinaria
en un 26% los dias a la aparicion del primer foliculo
dominante (r =-0.51) y, en un 37% los dias al tercer
foliculo dominante (r =-0.61) (p<0.05).

Tabla 1. Presentacion de la ovulacién en vacas con dominancia
folicular, tratadas con solucién salina (SS) y hCG (LH).

Vaca Tratamiento Ovulacién Tiempo OVE (h)
31 SS NO 48
32 SS NO 48
36 SS NO 48
37 SS NO 48
29 LH Sl 48
30 LH Sl 48
33 LH Sl 48
35 LH NO 48

OVE: horas a la realizacién de la ovariectomia postratamiento.

Determinacion de la expresion de receptores de
leptina y de LH por inmunofluorescencia

La determinacion de la expresion de OBR y
LHR por IFI, no mostr6 resultados concluyentes
debido a que el tejido ovarico siempre presentd
autofluorescencia, lo que impedia encontrar un patron
de expresion. Para contrarrestar este fendomeno
se realizaron varios tratamientos: 1) aumento de
lavados con PBS, Triton-X y Tween-20; 2) bloqueo
con BSA al 10%, leche descremada al 5%, o suero
canino (Dr. Carlos Vélez y Dra. Marlene Jiménez,
Universidad de Antioquia, comunicacion personal),
y 3) exposicion a lampara de mercurio/6 h y a
lamparas UV (20W) y Neon (18W)/48 h (24). En
ninguno de los casos se obtuvo éxito.

Determinacion de la expresion de receptores de
leptina y de LH por inmunohistoquimica

La IHQ revel6 la presencia de OBR y LHR en
las células luteinizadas de los cuerpos hemorragicos
y en células de la granulosa y de la teca (véanse
Figuras 1-3).

Con respecto a la expresion de LHR, se
encontr6 un patrén de expresion bajo en los
foliculos en crecimiento (p<0.05), comparado con
la alta expresion en los foliculos dominantes y en
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los cuerpos hemorragicos, entre los que no hubo  hubo diferencia significativa entre la expresion
diferencia significativa. La expresion de OBR  en foliculos en crecimiento y en los cuerpos
present6 la misma tendencia que LHR, aunque s6lo  hemorragicos (p<0.05) (véase Figura 4).

‘ Antro folicular
FolCrec_LHR_40X | Tan « FolCrec_OBR_40X

Figura 1. Expresiéon de LHR y OBR en células de la granulosa y teca de foliculos en crecimiento. Las zonas positivas presentan color café.

Figura 2. Expresion de LHR y OBR en células de la granulosa y teca de foliculos dominantes. Las zonas positivas presentan color café.

VL AV S ":;.‘0'-
ey

Figura 3. Expresion de LHR y OBR en células luteinizadas de cuerpo hemorragico. Las zonas positivas presentan color café.
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Figura 4. Comparacién de los porcentajes de expresion de LHR y
OBR en las estructuras ovaricas (Fol.Crec: foliculo en crecimiento,
Fol.Dom: ficulo dominante, Cpo.Hem: cuerpo hemorragico).
Diferentes letras entre columnas del mismo receptor significan
diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Determinacion de los niveles séricos de 17p-estradiol

Todas las vacas presentaron niveles séricos
basales de 17B-estradiol desde el parto hasta la
presentacion de la primera dominancia folicular
(véase Figura 5). De la misma manera, todas las
vacas de los grupos FDSS y FDLH presentaron
niveles altos de estrogenos circulantes. Sin embargo,
no se encontr6 una correlacion significativa entre
estos resultados y los dias a la dominancia folicular,
la presentacion de receptores de ambas hormonas o
la capacidad ovulatoria de los animales.
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1 2 3 4 5 6 7 8 k] 10 11 12 13
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Figura 5. Concentraciones de 17p-estradiol desde el parto hasta
la ovariectomia (OVE).

Discusion

Durante el posparto temprano, las vacas cebu
presentan actividad folicular temprana, ya que se
observan foliculos emergentes relacionados con el
crecimiento de cohortes foliculares, alrededor de
una semana luego del parto. En este estudio, incluso,
se pudo observar que la mayoria de las vacas
(FDLH y FDSS, n = 8) presentaron dominancia
folicular temprana (alrededor de un mes posparto),
con foliculos que tienen capacidad ovulatoria ya
que responden a la administracion de analogos de
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LH. Por lo tanto, el fendmeno de la anovulacion
posparto puede ser debido a la incapacidad para la
produccion de un pico preovulatorio de LH, mas
que una disminucién en su frecuencia de liberacion:
la vaca hace dominancia folicular pero s6lo ovula
si tiene un aumento rapido y significativo de la LH
circulante. La ausencia del pico preovulatorio de
LH parece deberse al efecto del amamantamiento
permanente que tenian los animales experimentales,
de acuerdo con lo reportado en la literatura (14,
18), donde la replecion de la adenohipofisis con
LH ocurre en las primeras semanas posparto en las
vacas, a pesar de que no ocurre la liberacion del
pulso de LH necesario para la maduracion folicular
y ovulacién, debido al efecto del amamantamiento
del ternero (36). Luego del parto, las vacas cebtl
reanudan pronto su actividad ovarica, entre 26 a 78
dias posparto, pero el anestro y la anovulacion se
extienden hasta los 7 a 12 meses posparto, tiempo
que generalmente coincide con el destete de la
cria (28). Esta condicién es definida por Wiltbank
et al (37) como “anovulacion con crecimiento
folicular tinicamente hasta la emergencia”. De
conformidad con los hallazgos del presente estudio,
este fenomeno se ve relacionado, al parecer, con la
expresion de LHR en las células de la granulosa y
de la teca, lo que apoya el hecho de que las vacas
si tienen la capacidad ovulatoria —entendiendo
que presentan el primer suceso necesario para la
ruta de sefializacion para la ovulacién, pero que no
se desencadena por ausencia de ligando: la LH en
forma de pico preovulatorio.

Ni la pérdida del peso ni la variacion en la CC
fueron factores determinantes en la presentacion de
la primera dominancia folicular, lo que concuerda
con otros estudios donde el peso corporal no fue el
factor limitante para la presentacion del estro (22), al
igual que con otras investigaciones en las que la CC
posparto no tuvo tanta importancia en la fisiologia
reproductiva, como lo tuvieron la CC y el peso
preparto (8, 25, 38). Por el contrario, a diferencia
de otros estudios donde la variacion en CC y PC
fueron variables que mostraron una influencia
clara en la reanudacion de la dindmica folicular y
en la establecimiento de la dominancia folicular
posparto, en nuestro estudio no presentaron un
impacto significativo. Por otra parte, se observaron
correlaciones entre el periodo a la presentacion de
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las primeras dominancias foliculares mas corto y
la mayor pérdida de peso de la vaca. Sin embargo,
esto se tradujo en que el momento de presentacion
de los primeros foliculos dominantes explica s6lo
en un 20.25% las variaciones de PC y de CC, lo
que pone en evidencia que el fendmeno es de tipo
multifactorial. Ademas, las vacas no presentaron
ovulacion espontanea durante el periodo de estudio,
lo que permite sugerir que en el microambiente
folicular se encuentren las condiciones de sefializacion
para OB y LH por la expresion de sus receptores, pero,
las concentraciones circulantes de sus respectivos
ligandos, que varian segun el estado nutricional de la
vaca, son un factor clave para inducir la ovulacion.

La expresion de LHR fue significativamente
mayor en las vacas que presentaron dominancia
folicular, hubieran ovulado o no, comparado con
las vacas que no hicieron dominancia folicular y
solo presentaban foliculos en crecimiento. Durante
el periodo de dominancia folicular se producen altas
cantidad de estrégenos (especialmente 173-estradiol),
los cuales son necesarios para la ovulacion. El pico
preovulatorio del pulso de LH ocurre luego del
pico de estradiol (13), por lo tanto, la ausencia de
este en la anovulacion posparto, puede deberse a
una disminucién en la esteroidogénesis la cual esta
regulada tanto por LH como por OB.

En este estudio se reporta, por primera vez, la
expresion de receptores para OB en las células de la
teca, la granulosa, y en células Iuteinizadas de ovario
bovino. En ovario de ratas, se reportod la expresion
del OBR en los oocitos, células endoteliales, de la
teca y el cuerpo ltteo (7, 29), donde el porcentaje de
expresion fue menor en los foliculos en crecimiento
y aumentd proporcionalmente con el desarrollo
folicular. En gallinas también se encontr6 un patroén
de expresion del OBR (3), que fue constante en
células de la teca, pero disminuy6 en las células
de la granulosa con la diferenciacion folicular, en
gallinas de crecimiento lento. En murinos también
se hall6 una alta expresion en células de la teca, y
menor, en oocitos, células de la granulosa y células
luteinizadas (30). En porcinos se hallé un patrén de
expresion en células de la teca, granulosa y células
luteinizadas, el cual aumentd en paralelo con el
progreso de la luteinizacion (27). En humanos, se

encontrd expresion del OBR en los oocitos y las
células estromales (1, 6, 21) y en el liquido folicular
(34). De forma general, estos hallazgos sugieren
el papel que tiene la sefalizacion por leptina en el
ovario, para los procesos de esteroidogenesis y
maduracion de oocitos.

En el presente cambio, los OBR se observaron con
una expresion similar a los LHR, durante los estadios
consecutivos de crecimiento folicular y luteinizacion
temprana, en cada una de las estructuras ovaricas
evaluadas. Este hallazgo sugiere un papel importante
de la relacion OB-LH y su comodulacion positiva
sobre la expresion de receptores foliculares,
durante la esteroidogenesis en bovinos, y la
adquisicion de la capacidad ovulatoria para resolver
el anestro posparto. Por otro lado, en un modelo
de luteinizacién in vitro desarrollado para hallar la
expresion de ambos receptores (23), se encontrd
que la comodulacion entre ambos receptores es
negativa; esto es, que la expresion maxima de un
receptor coincide con la expresion minima del otro
y que ademas esta interaccion parece depender del
grado de luteinizacion de las células de la granulosa
en cultivo, lo que sugiere que estos dos modelos
se complementan y permiten describir la dinamica
de ambos receptores desde el desarrollo folicular,
la ovulacién y la formacion del cuerpo lateo. Poco
antes de la ovulacion, las células de la granulosa
y la teca comienzan un proceso de luteinizacion
aumentando la sintesis y liberacion de progesterona,
la cudl alcanza niveles altos en suero luego de la
ovulacion y formacion del cuerpo luteo, por parte de
las células de la granulosa y de la teca agrupadas.

Aparentemente la disminuciéon en la secrecion
de OB, y en su ARNm, en la fase folicular temprana
y tardia, no guarda relacion con la produccion de
progesterona, en contraste con resultados obtenidos
en mujeres y roedores en los cuales la OB sérica
aumentd luego de una terapia de reemplazo con
estradiol y progesterona. En cultivos de células de
granulosa y la teca de cerdos y en cortes de ovario
en diferentes estadios de la fase lutea, OB y su
receptor tuvieron alta concentracion en el CL de
mitad de ciclo y baja en el CL posovulatorio y en
regresion, lo que indicaria una regulacion positiva
de la OB en la produccion de progesterona (27).
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El estudio permite concluir que en el fenomeno
fisiologico del anestro posparto bovino, las vacas
presentan una reactivacion ovarica temprana y llegan
a adquirir rapidamente su capacidad ovulatoria,
entendida por la expresion de receptores para la
LH y la Ieptina en los foliculos, pero esta se ve
limitada por la pérdida de peso diaria y por la
ausencia del pico preovulatorio de LH. Ambas
hormonas, se comodulan en el ovario y regulan la
esteroidogénesis, ya que se pudo observar un patron
de expresion similar de receptores que aumentaba a
medida que avanzaba el desarrollo folicular. Estos
hallazgos permiten dar el primer paso en el modelo
hipotético de esteroidogénesis planteado, pero,
es necesario realizar investigaciones adicionales
encaminadas a completar la ruta de senalizacion de
los receptores para ambas hormonas, para establecer
a cuales genes regulan su expresion en el ovario y
correlacionar su expresion con niveles séricos para
las hormonas esteroideas.
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