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Expresion de VEGFA-164 y su receptor VEGF-R2 como un componente intraovarico
involucrado en la Enfermedad Quistica Ovarica en bovinos.
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La enfermedad quistica ovarica bovina (COD: Cystic Ovarian Disease) constituye una de las causas
mas frecuentes de infertilidad en el ganado bovino lechero. Se caracteriza por la presencia de
estructuras foliculares de un didmetro mayor al ovulatorio, que permanecen en el tiempo ocasionando
trastornos en la funcionalidad ovérica'. La funcion ovérica depende del establecimiento y la
remodelacién continua del sistema vascular, que le suministre al foliculo el oxigeno y los nutrientes.
El factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) es uno de
los factores angiogénicos mas importantes, siendo el VEGFA-164 una de las isoformas mas
estudiadas. Dentro de los receptores especificos, el VEGF-R2 parece mediar casi todas las respuestas
celulares conocidas de VEGFA% VEGFA y VEGF-R2 fueron detectados en forma cualitativa en
células de foliculos antrales normales y quisticos de bovinos®*. En el presente trabajo nos propusimos
evaluar la expresion génica y proteica de VEGFA-164 y VEGFR-2 en foliculos preovulatorios
provenientes de animales sanos (como estructura de referencia) y foliculos quisticos de animales con
COD espontanea.

La expresion génica (ARN mensajero) de la isoforma VEGFA-164 y del receptor VEGF-R2 se evalu6
mediante PCR en tiempo real, en células foliculares ovéricas obtenidas mediante la técnica de aspirado
folicular. Por otro lado, se evalud la deteccidn de los mismos factores secretados en el liquido folicular
mediante  Western Blot (WB) y finalmente se evalu6 la expresion proteica mediante
Inmunohistoquimica indirecta (IHQ) en la pared de foliculos quisticos y preovulatorios obtenidos y
procesados luego de la ovariotomia. El analisis de los resultados de PCR en tiempo real se realizd
mediante el software StepOne Software v2.3. Los resultados de IHQ y WB se analizaron mediante la
digitalizacion de iméagenes y el analisis del area inmunomarcada utilizando el software Image ProPlus
3.0 e Image Studio Software, respectivamente. El andlisis estadistico de los resultados se llevé a cabo
mediante el uso del software SPSS 15.0.

Se detectd la expresion génica del VEGFA-164 y VEGF-R2 en células de granulosa obtenidas a partir
del liquido folicular provenientes de los foliculos preovulatorios del grupo control y foliculos
quisticos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la expresion de ARNm entre los
grupos evaluados (p>0.05).

En la deteccion mediante WB en liquido folicular, los foliculos quisticos mostraron mayores niveles
de VEGFA-164 en comparacion con los foliculos preovulatorios del grupo control (p<0.05). El
VEGF-R2 soluble (aproximadamente 76KDa) fue detectado en liquido folicular en los dos grupos
evaluados, sin diferencias significativas (p>0.05) (Fig. 1). Las reacciones fueron negativas para los
controles negativos y la banda inmunopositiva fue confirmada en muestras de tejido folicular ovéarico
bovino.

VEGFA-164 y VEGF-R2 fueron inmunolocalizados mediante IHQ en los dos grupos evaluados. La
reaccion fue negativa en los controles negativos donde se omiti6 el anticuerpo primario especifico. Se
detect6 la expresiéon de las dos proteinas en el citoplasma de las células de granulosa y teca en
foliculos quisticos y foliculos preovulatorios. Respecto al VEGF-164, no se observaron diferencias
significativas entre los foliculos evaluados en células de granulosa (p>0.05). En células de la teca, el
VEGF-164 mostré una mayor expresion en foliculos quisticos respecto a los foliculos preovulatorios
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del grupo control (p<0.05). Para VEGF-R2, tanto en teca como en granulosa no se observaron
diferencias significativas entre foliculos preovulatorios y quisticos (p>0.05) (Fig. 2).
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Los resultados obtenidos indican que VEGFA-164 y el receptor VEGFR-2 son expresados en los
distintos tipos celulares (células de granulosa y teca) de los foliculos ovaricos del bovino normal y en
condiciones patoldgicas (COD), siendo mayor la expresion de VEGFA-164 en células de la teca y en
liquido folicular de los foliculos quisticos respecto de los foliculos preovulatorios, tomados como
estructuras de referencia. Teniendo en cuenta que la angiogénesis representa un aspecto clave en la
funcion ovarica normal y patolégica, los resultados de este estudio sugieren que el crecimiento
excesivo de los foliculos quisticos depende del sistema vascular desarrollado en el ovario y ademas
sugiere que los componentes del sistema VEGF podrian ser parte importante de la patogenia de la
enfermedad quistica ovarica bovina y su desregulacion angiogénica.
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