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RESUMEN

Objetivo. Identificar la expresion de enzimas relacionadas con el metabolismo de glucocorticoides
en tejidos ovaricos bovinos. Materiales y métodos. Se obtuvieron muestras de tejidos provenientes
de ovarios sanos (n=10) y con Enfermedad Quistica Ovarica (COD) (n=10), a las cuales luego de
su procesamiento histoldgico, se las incluyd en parafina. Mediante la técnica de inmunohistoquimica
indirecta, se identificaron in situ en foliculos primarios, secundarios, terciarios, atrésicos y quistes de
las isoformas 1 y 2 de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11BHSD) utilizando anticuerpos
especificos. Resultados. La expresion de la enzima 11BHSD-1 presentd diferencias significativas
Unicamente en las células de la granulosa de los diferentes grupos foliculares. La enzima 11BHSD-2
mostrd diferencias significativas con respecto a su expresion en las células de la granulosa de los
foliculos primarios comparada con los foliculos secundarios y quisticos. En las células de la teca interna,
esta diferencia se observé entre los foliculos terciarios y los foliculos atrésicos y quisticos. En las
células de la teca externa, los foliculos terciarios mostraron diferencias significativas en su expresion
con respecto a los foliculos atrésicos. Conclusiones. Se demostrd la presencia de las isoformas tipo I
y II de 11BHSD en tejidos ovaricos bovinos obtenidos de frigorifico, lo que permite inferir la existencia
de un mecanismo endocrino de regulacion de la actividad de los glucocorticoides, que podria alterar
el patron normal de desarrollo folicular generando estructuras foliculares anovulatorias y/o quistes
foliculares, y al mismo tiempo anestro y otras alteraciones reproductivas en bovinos.

Palabras clave: Bovinos, cortisol, Estrés, inmunohistoquimica, quistes foliculares (Fuente:CAB).
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ABSTRACT

Objective. Identify the expression of enzymes related to metabolism of glucocorticoids in bovine
ovarian tissue. Materials and methods. Samples of tissues of healthy ovaries (n=10) and ovaries
with Cystic Ovarian Disease (COD) (n=10) were obtained and then preserved in paraffin after
their histological processing. By applying the indirect inmunohistochemistry technique and using
specific antibodies it was possible to identify in situ the 1 and 2 isoforms of the 11B-hidroxiesteroide
dehydrogenase (11BHSD) enzyme in primary, secondary, tertiary, atretic and cystic follicles. Results.
The expression of the 11BHSD-1 enzyme showed significant differences only in the granulosa cells of
the different follicular groups. The 11BHSD-2 enzyme showed significant differences with respect to
its expression in the granulosa cells of primary follicles compared to the secondary and cystic follicles.
In the cells of the theca interna this difference was observed between the tertiary and the atretic
and cystic follicles. In the external theca cells, the tertiary follicles showed significant differences in
its expression with respect to the atretic follicles. Conclusions. The presence of isoforms I type and
IT type of 11BHSD was observed in ovarian bovine tissues, obtained in slaughterhouses. This allows
for concluding the existence of an endocrine mechanism, which regulates glucocorticoid activity.
This mechanism allows for the alteration of the normal level of follicular development by generating
follicular anovulatory structures and/or follicular cysts and at the same time generating anestrus and

others reproductive alterations in cattle.

Key words: Cattle, cortisol, follicular cyst, inmunohistochemistry, stress (Source:CAB).

INTRODUCCION

Los glucocorticoides son hormonas esteroides,
de la categoria de adrenocorticales, de la cual
también son parte los mineralocorticoides, estos
son capaces de atravesar la membrana plasmatica
e interaccionar en el citoplasma con receptores
citoplasmaticos especificos. Por otra parte, los
glucocorticoides tienen importantes efectos
clinicos, a través de la inhibicion de la respuesta
inflamatoria, que consiste en la prevencién de la
dilatacion capilar, la extravasacion del liquido a
los espacios tisulares, la migracion leucocitaria,
el depésito de fibrina y la sintesis de tejido
conjuntivo. Una de las vias por las que estas
hormonas inhiben la respuesta inflamatoria
es mediante la supresidon de la formacién de
sustancias que promueven la inflamacién, como
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (1).
Los glucocorticoides actlian directamente sobre
las células ovaricas inhibiendo la accién de las
gonadotrofinas y la sintesis de esteroides (2,3).
En una gran variedad de 6rganos, incluido el
higado y los rifiones, el cortisol es oxidado a
cortisona (metabolito inactivo) por la enzima
11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11BHSD)
(4). A la fecha se han descrito 2 isoformas
bioguimicamente distintas de la 11BHSD,
designadas 11BHSD tipo 1 (11BHSD-1) y 11BHSD
tipo 2 (11BHSD-2) (5).

Se han determinado las bases moleculares
de la transicion de 11BHSD-2 a 11BHSD-1
durante la luteinizacion, concluyendo que la
sobreexpresion de 11BHSD-1 en el momento de
la ovulacién es inducida por las gonadotrofina
(6). Como la ovulacion es un evento inflamatorio,
caracterizado por un incremento en la sintesis

de interleuquinas y prostaglandinas (7), la
generacion incrementada de glucocorticoides
antiinflamatorios por la actividad reductasa de
la 11BHSD-1 en el momento de la ovulacidn,
podria representar un mecanismo fisioldgico
para limitar el proceso inflamatorio en el ovario
(8,9). En este sentido, se ha demostrado
que los glucocorticoides inhiben la sintesis de
prostaglandinas y citoquinas pro-inflamatorias
en el ovario (10). Debido a que la expresion
de 11BHSD es estimulada en las células de
la granulosa por la LH y por citoquinas pro-
inflamatorias (11), la sintesis de glucocorticoides
via 11BHSD-1 podria ser incrementada por las
gonadotrofinas y/o citoquinas, como un aspecto
integral de la cascada de la ovulacion.

En trabajos realizados en bovinos, Tetsuka et
al (12), describieron que las células granulosas
bovinas en foliculos antrales grandes, solamente
expresan ARNm correspondiente a 11BHSD-1,
mientras que no detectaron ARNm para 11BHSD-
2. En el cuerpo luteo bovino, se co-expresaron
ambos isotipos, siendo predominantes el ARNm
para 11BHSD-1 en los cuerpos IUteos activos y
el ARNm para 11BHSD-2 en cuerpos luteos en
regresion (12). Datos informados recientemente
sugieren que la expresion y actividad de 11BHSD-
2 es predominante en las células granulosas en
todos los estadios de desarrollo folicular activo
bovino, con una transicion a la isoforma 11BHSD-
1 en el cuerpo lUteo (13). Los Unicos datos
previos en quistes foliculares bovinos indicarian
que existen moduladores de la accion de estas
enzimas, no muy bien caracterizadas hasta el
momento (5).
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Presumiblemente y teniendo en cuenta datos
publicados por otros autores (5), las enzimas que
participan en el metabolismo de glucocorticoides,
particularmente el cortisol podrian participar
en la patogenia de los quistes foliculares en el
ovario de los bovinos. El cortisol es generado por
un estimulo de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH) a nivel adrenal pudiendo interferir con
los mecanismos que regulan el cronograma de
eventos dentro de la fase folicular. Esto ocurre
principalmente a nivel del eje hipotalamo-
hipofisiario-gonadal donde se reducen los pulsos
de GnRH y LH por acciones tanto en la hipdfisis
como en el hipotalamo, privando al ovario de
adecuados niveles de LH (14). Por esto es que
el estrés ha sido propuesto como uno de los
factores predisponentes mas importantes (15),
en el desarrollo de quistes foliculares en bovinos.

El objetivo de esta investigacidn fue identificar
por inmunohistoquimica la expresién de las
isoformas 1y 2 de la enzima 11B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (11BHSD) y su relacion con el
metabolismo de glucocorticoides en tejidos
ovaricos bovinos sanos y con Enfermedad
Quistica Ovarica (COD).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y procesamiento de muestras
de frigorifico. Se recolectaron los ovarios de
20 bovinos Holando Argentino en frigorificos
de la zona (Esperanza, Provincia de Santa
Fe, Argentina). Muestras de 10 vacas con
desarrollo folicular normal y 10 que presentaron
alteraciones macroscopicas, compatibles con la
existencia de COD (foliculo mayor a 20 mm, en
ausencia de cuerpo lUteo y sin tono uterino) (15-
17). Los ovarios obtenidos se disecaron y fijaron
en formol bufferado al 10% durante 6h a 4°C,
luego se lavaron en buffer fosfato salino (PBS) y
procesaron siguiendo protocolos de rutina para
efectuar la inclusién en parafina (16).

Para hacer una caracterizacion inicial y evidenciar
la morfologia general se utilizé la coloracion de
hematoxilina-eosina.

Inmunohistoquimica. Se efectuaron cortes
seriados, de 4 um de espesor, los que se
montaron en portaobjetos previo tratamiento
con 3-aminopropyl-triethoxysilane (Sigma,
USA). Para la determinacion de las enzimas
11BHSD-1 y 11BHSD-2 se realiz6 una técnica
de inmunohistoquimica indirecta con la siguiente
secuencia: primero se desparafing, rehidrato
y realizé recuperacion antigénica a los cortes
mediante calentamiento en microondas, luego se
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realizo bloqueo de la actividad de la peroxidasa
enddgena y de las uniones inespecificas mediante
el uso de sueros no inmunes y albumina
sérica bovina de acuerdo a lo descrito vy
validado previamente (16,17). Los anticuerpos
primarios para cada una de las enzimas
(11BHSD-1 1:100; Abcam, UK, Cat # 39364
y 11BHSD-2 1:800; Abcam, UK, Cat # 37800)
se incubaron 18 h a 49C. Posteriormente, las
muestras se lavaron en PBS y se incubaron 40
minutos a 18°C con el anticuerpo biotinilado,
segun el anticuerpo primario utilizado; para
el anticuerpo secundario 11BHSD-2 se incubd
ademas el anticuerpo puente anti IgY; luego se
incub6 el complejo estreptavidina-peroxidasa;
después la reaccion para cada enzima se reveld
utilizando 3.3’ diaminobencidina (DAB) como
cromogeno; finalmente se hizo contracoloracién
con hematoxilina activada, se deshidrataron
los cortes y se montaron con balsamo de
Canadéa (16,17). Los anticuerpos utilizados y
sus respectivas concentraciones se encuentran
detallados en el tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos primarios usados en la técnica
de Inmunohistoquimica.

Anticuerpos usados, proveedor y diluciones

Anticuerpo Tipo Proveedor Concentracién
Anti 11BHSD-1 Policlonal Abcam 1:100
Anti 11BHSD-2 Policlonal Abcam 1:800
Anti IgY Policlonal Abcam 1:600

Analisis de los resultados. Las imagenes
microscépicas generadas con un microscopio
Olympus CH30, se digitalizaron mediante una
camara SONY CCD-IRIS conectada a una PC de
escritorio. Los resultados de inmunohistoquimica
se evaluaron determinando la densidad dptica por
analisis digital de imagenes, utilizando el sistema
Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics). Para
ello se realizd la segmentacién automatica de
colores, de acuerdo a la intensidad de la reaccién
en los controles positivos, siguiendo las técnicas
descriptas previamente (16,17).

Los datos fueron evaluados con el programa
SPSS 10.1 (SPSS Inc. USA) para Windows. Se
realiz6 un analisis con pruebas paramétricas
ANOVA vy el post-test de Duncan para los
diferentes grupos, de acuerdo a lo propuesto por
Siegel (18) y Zar (19). Especificamente para cada
isoforma se evalué la inmunomarcacion en las
tres capas foliculares (granulosa, teca interna y
teca externa) de foliculos primarios, secundarios,
terciarios y atrésicos en ovarios de animales
sanos y foliculos quisticos en animales con COD.
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RESULTADOS

Se demostro la presencia de las isoformas tipo
I y II de 11BHSD en tejidos ovaricos bovinos
obtenidos de frigorifico, mediante la aplicacién
de la técnica de inmunohistoquimica indirecta.

Expresion de enzimas relacionadas con
el metabolismo de glucocorticoides en el
ovario bovino. En las células que rodean el
ovocito de los foliculos primarios, se presenté
una leve marcacién positiva para la 11BHSD-1
(Figura 1). En las células de la granulosa y de
la teca externa de los foliculos secundarios se
observd también una débil marcacidon positiva
(Figura 1). En las tres capas foliculares de
los foliculos terciarios y atrésicos se presentd
marcacion positiva para la 11BHSD-1 (Figura
1). En las células de la granulosa de los foliculos
quisticos se observd una intensa marcacién
positiva (Figura 1).

En cuanto a la enzima 11BHSD-2 se evalué la
inmunomarcacion en las tres capas foliculares
(Granulosa, Teca Interna y Teca Externa) de
foliculos primarios, secundarios, terciarios,
atrésicos y quistes.

Figura 1. Pared de estructuras foliculares de ovario
bovino inmunomarcadas para 11BHSD-1.
40X. (@) Foliculo Primario. (b) Foliculo
Secundario. (c) Foliculo Terciario. (d)
Foliculo Atrésico (e) Foliculo Quistico.
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Se presentd marcacion positiva para la enzima
11BHSD-2 en las células de la granulosa tanto
de los foliculos primarios como de los foliculos
secundarios, para las células de la teca externa
de estos ultimos también hubo marcacion
positiva (Figura 2). En los foliculos terciarios,
se observé una leve marcacién positiva en las
células de la granulosa, teca interna y teca
externa (Figura 2). Asimismo se presentd una
intensa marcacién positiva en las células de la
granulosa, teca interna y teca externa de los
foliculos atrésicos (Figura 2). En las células
de la granulosa y teca interna de los foliculos
quisticos también hubo una intensa marcacion
de la enzima 11BHSD-2 (Figura 2).

Figura 2. Pared de estructuras foliculares de ovario
bovino inmunomarcadas para 11BHSD-2.
40X. (@) Foliculo Primario. (b) Foliculo
Secundario. (c) Foliculo Terciario. (d) Foliculo
Atrésico (e) Foliculo Quistico. G: granulosa;
TI: teca interna; TE: teca externa.

Inmunohistoquimica 11BHSD-1. La
inmunomarcacion positiva de la 11BHSD-
1 en la capa de la granulosa presento
diferencias significativas (p<0.05) para
foliculos terciarios y foliculos quisticos con
relacion a los foliculos primarios y foliculos
secundarios, presentandose ademas un
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porcentaje intermedio de inmunomarcacién
para foliculos atrésicos. El porcentaje del
area inmunopositiva de la 11BHSD-1, no
mostré diferencias significativas en la teca
interna de las diferentes estructuras foliculares
(foliculos terciarios, foliculos atrésicos y foliculos
quisticos). No se hall¢ diferencia en el porcentaje
del area inmunopositiva de la enzima 11BHSD-1
en la teca externa de los foliculos secundarios,
foliculos terciarios, foliculos atrésicos y foliculos
quisticos (Figura 3).

Inmunohistoquimica 11BHSD-2. El
porcentaje del drea inmunopositiva de la
11BHSD-2, en la capa de la granulosa, fue
mayor para foliculos atrésicos y foliculos
quisticos con relacion a los foliculos primarios,
presentdandose ademas valores intermedios
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Figura 3. Porcentaje del drea inmunopositiva para la
enzima 11BHSD-1 en las células de varios
tipos foliculares en muestras obtenidas de
frigorifico. (a) Granulosa. (b) Teca Interna.
(c) Teca Externa.
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sin diferencias significativas para foliculos
secundarios y foliculos terciarios. En las células
de la Teca Interna, el porcentaje del area
inmunopositiva para 11BHSD-2 evidencié una
diferencia significativa para foliculos atrésicos
y foliculos quisticos con relacién a los foliculos
terciarios. La inmunomarcaciéon de la enzima
11BHSD-2, en las células de la Teca Externa,
fue mayor para foliculos atrésicos con relacion
a foliculos terciarios, asimismo el porcentaje
para foliculos secundarios y foliculos quisticos
tuvieron valores intermedios sin diferencias
significativas (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje del area inmunopositiva para la
enzima 11BHSD-2 en las células de varios
tipos foliculares en muestras obtenidas de
frigorifico. (@) Granulosa. (b) Teca Interna.
(c) Teca Externa.
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DISCUSION

Los quistes foliculares son uno de los desordenes
reproductivos mas comunes en vacas lecheras,
presentandose también en animales destinados
a la produccion de carne. Se ha descrito que en
diferentes tipos de rodeos, pueden afectar hasta
un 15% de las vacas durante el periodo post-
parto, prolongando el intervalo parto-concepcion
(20) y causando perdidas significativas a la
producciéon pecuaria. Ademas, los quistes, a
veces, son acompafiados por la expresion de
conducta sexual receptiva (estro), resultando
en costos adicionales por las infructuosas
inseminaciones artificiales (21).

Watson y CIiff (22) detectaron diferentes
incidencias de quistes foliculares durante la
investigacion de anestro (58%), celos irregulares
(12%), diagndsticos negativos de prefiez (12%),
y examenes pre-servicio (17%). Dentro de sus
causas, el estrés ha sido propuesto como uno
de los factores predisponentes mas importantes
(15).

Los estresores reducen la fertilidad por interferir
con los mecanismos que regulan el cronograma
de eventos dentro de la fase folicular. Esto
ocurre principalmente a nivel del eje hipotalamo-
hipofisiario-gonadal donde se reducen los pulsos
de GnRH y LH por acciones tanto en la hipofisis
como en el hipotdlamo, privando al ovario de
adecuados niveles de LH (14).

En este trabajo, se corrobor6 la expresion de
enzimas vinculadas con el metabolismo de los
glucocorticoides (5), mas especificamente las
isoformas de la enzima 11BHSD, en foliculos
ovaricos bovinos, inclusive hasta estadios
patoldgicos de los mismos. Se hallaron diferencias
significativas, para la enzima 11BHSD-1, en el
porcentaje del drea inmunopositiva en las células
de la granulosa del foliculo terciario y foliculo
quistico con relacion a foliculo primario y foliculo
secundario, asimismo el foliculo atrésico tuvo una
expresion intermedia con relacion a los foliculos
evaluados; para esta misma enzima, no se
hallaron diferencias significativas en el porcentaje
del area inmunopositiva para las células de la
teca interna y la teca externa respectivamente.

Se evidenciaron diferencias significativas en
la inmunomarcacién con la 11BHSD-2 en la
capa de la granulosa, en particular al comparar
el foliculo primario con el foliculo atrésico y
quistico; también, pero en las células de la teca
externa, se presentaron diferencias significativas
en el porcentaje del area inmunopositiva entre
foliculo terciario en relacién con foliculo atrésico
y foliculo quistico. Fueron importantes también
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las diferencias en la inmunomarcacién de la
enzima 11BHSD-2 en las células de la teca
externa, puesto que los valores minimos y
maximos de expresién se hallaron en foliculo
terciario y foliculo quistico respectivamente, en
comparacién con los valores intermedios para
foliculo secundario y foliculo quistico.

Con estos resultados se puede sugerir que las
isoformas de la enzima 11BHSD se encuentran
en actividad en los diferentes estadios de
desarrollo folicular, siendo evidente la sintesis de
la enzima 11BHSD-1 en foliculos de ovario bovino
presentes en la ovulacidon, y por consiguiente la
activacion local de cortisol, el cual a nivel ovarico
puede cumplir funciones de regulacién mediante
mecanismos paracrinos. A pesar de la poca
informacidn cientifica con relacién a la presencia
de receptores de ACTH a nivel ovarico en bovinos,
son sélidas las evidencias de la participacidon del
cortisol en la regulacién del proceso ovulatorio
(26), y la expresién de enzimas relacionadas a su
activacion/inactivacion pueden representar uno
de los mecanismos mediante el cual se altere
el patréon normal de desarrollo folicular, y por
consiguiente la generacion de quistes foliculares.

Basados en estos resultados se puede sugerir que
la regulacién del metabolismo del cortisol en el
ovario podria jugar un papel clave en la patogenia
de algunas enfermedades relacionadas con
anestro debido al estrés. Por ejemplo, la ACTH
estimula la liberacién de cortisol y progesterona,
en respuesta a situaciones de estrés. Por su parte
la progesterona actua inhibiendo la liberacion de
GnRH en el hipotalamo, mientras que el cortisol
ejerce un efecto inhibitorio directo en el ovario
sobre la secrecidn de estradiol y sobre el contenido
de receptores de LH. Consecuentemente falla el
mecanismo de retroalimentacidn positiva de los
estrégenos, suprimiendo el pico preovulatorio
de LH, blogueando la ovulacion y generando el
desarrollo de quistes foliculares (23, 24).

En trabajos previos se observd una respuesta
diferencial de los quistes en relacién a los
foliculos terciarios en la secrecién de cortisol y
estradiol frente a un estimulo con ACTH. Estos
resultados indican que la ACTH puede afectar la
secrecién de esteroides en los foliculos de ovarios
bovinos y que los quistes foliculares tienen una
respuesta diferencial, en relacién a los foliculos
normales (25). Estos hallazgos apoyan la idea
de que el estrés afecta la funcidn ovarica y que
esto puede ser un importante factor etioldgico
de los quistes foliculares en bovinos.

Los resultados del analisis inmunohistoquimico en
tejidos ovaricos bovinos de este estudio, permiten
inferir la existencia de un mecanismo endocrino
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soportado en activaciones e inactivaciones
hormonales subsecuentes regidas por factores
generales y especificos inherentes al bovino,
que originan el cuadro caracteristico de quistes
foliculares espontaneos, del cual se debe partir
para dilucidar la patogenia de esta disrupcion
reproductiva al trabajar con quistes foliculares
inducidos y al aplicar técnicas celulares y
moleculares de mayor especificidad.
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Asimismo se concluye que aunque se ha descripto
que los foliculos ovaricos de bovino presentan
la capacidad de liberar cortisol en respuesta
a estimulos mediados por gonadotropinas,
esta capacidad se encuentra aumentada en
los quistes foliculares. Esto podria indicar una
capacidad de regulacion de los niveles locales
de glucocorticoides independientemente de los
niveles sistémicos, coincidiendo con lo propuesto
por otros autores (2).
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