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RESUMEN

La hembra canina presenta un ciclo estral con ciertas caracteristicas Unicas si se
compara con el de otras especies mamiferas. A lo largo del ciclo estral en la perra, se describe
la secrecion de hormona luteinizante (LH), la cual cumple variadas funciones en el &mbito
reproductivo. Esta gonadotrofina ejerce su efecto a través de su receptor, LHR, el cual
corresponde a una glicoproteina de transmembrana perteneciente a la superfamilia de
receptores asociados a proteina G (GPCR) y que ha sido localizado en diversos tipos
celulares, incluyendo el foliculo ovérico; sin embargo, la dindmica de expresion de los
receptores para LH durante el ciclo reproductivo no se habia descrito en la perra. El objetivo
de este trabajo fue estudiar a través de g-PCR la expresion génica (MRNA-LHR) de este
receptor como también, mediante western blot, la proteina (LHR) en los foliculos ovéricos
de perras a través del desarrollo folicular en las distintas etapas del ciclo estral mediante lupa
estereoscopica, se aislaron en forma mecanica células de la teca y de la granulosa tanto de
foliculos preantrales como antrales provenientes de ovarios de perras en anestro,
proestro/estro y diestro. Los resultados, analizados mediante ANOVA y correlacion de
Pearson, mostraron que 10s niveles de mMRNA-LHR aumentaron a medida que el desarrollo
folicular avanzo de anestro a proestro/estro y disminuyendo al pasar a diestro. En el caso de
la proteina LHR se identific una forma de 90 kDa como una de 67 kDa, sin una diferencia
significativa entre el volumen de ambas en anestro, pero si presentes en algunos tamarios
foliculares de proestro/estro y diestro. El analisis correlativo entre la expresion génica y la
proteina presentaron valores positivos muy cercanos a 1 para la forma inmadura del receptor,
mientras que, para la forma madura, si bien fueron igualmente positivos, estuvieron mas
alejados del valor mencionado. Tanto el mMRNA del LHR como ambas formas proteicas
fueron detectadas desde los foliculos preantrales y a lo largo de todo el ciclo folicular. Las
proteinas de LHR encontradas corresponderian a la forma madura e inmadura del receptor,

siendo esta Ultima la méas abundante.



ABSTRACT

The estrous cycle in canines has especial features compared to other mammal species.
However, some of the aspects that affect follicular development are still unknown. The
secretion of the Luteinizing Hormone (LH) has been described in dogs throughout the entire
estrous cycle, playing an important role in reproduction processes. This gonadotrophin exerts
its effects through its receptor, LHR, which corresponds to a transmembrane glycoprotein
belonging to the G protein couple receptor (GPCR) superfamily that has been localized in
many cellular types, including ovarian follicles. However, the expression dynamics of the
LH receptors during the reproductive cycle had not been described in the bitch. The objective
of this study was to know the gene expression (MRNA-LHR) and also the presence of its
encoded protein LHR in the ovarian follicles throughout follicular development over the
estrous cycle. Theca and granulosa cells from antral and preantral follicles of ovaries from
adult bitches in anestrus, proestrous/estrous and diestrus where isolated mechanically under
the stereoscope and evaluated by using g-PCR and western blot analyses. The results were
analyzed through ANOVA and Pearson Correlation, using a significance of P < 0.05. Both
MRNA LHR and LHR proteins were detected from preantral follicles over the reproductive
cycle. During anestrous and proestrous/estrous the levels of the mRNA-LHR increased
(P<0,05) but during diestrous the messenger levels decreased (P < 0,05). A 90 kDa and a67
kDa forms of the LHR protein were identified by western blot analyses, these would
correspond to the mature and immature form of the receptor respectively. The immature form

was the most abundant in all follicle types.

The correlation between the gene expression and the presence of the protein was

positive (P<0,05) for both mature and immature forms.



INTRODUCCION

La hembra canina posee un ciclo reproductivo de tipo monoéstrico no estacional y
ovulacion espontanea, con un proestro y estro de alrededor de 9 dias cada uno, un diestro de
65 dias y un anestro de aproximadamente de 150 dias (Valentini et al., 2010; Conannon,
2011).

El ciclo reproductivo presenta aspectos particulares en comparacion al de las demas
especies mamiferas donde muchos mecanismos especificos aln son desconocidos
(Conannon, 2011). Dentro de éstas caracteristicas, probablemente la més significativa es la
ovulacion de ovocitos inmaduros en estado de vesicula germinativa (GV) y por tanto sin
reinicio meidtico a nivel folicular (Chastant-Mailard et al., 2011; De los Reyes et al., 2011),
alcanzando el estado de segunda metafase en el oviducto 56 a 72 horas luego de su ovulacion
(Tsutsui, 1989; Reynaud et al., 2005).

Aungue no esta descrito en la perra la dindmica folicular y la existencia de ondas,
durante el anestro las concentraciones de FSH permiten el crecimiento de foliculos antrales
(Conannon, 2009) 60 a 100 dias antes de la ovulacién (England et al., 2009). Durante todo
el ciclo de la perra se describen pulsos de LH (Conannon, 2011) pero tanto sus niveles

pulsatilidad aumentan a medida que se avanza de proestro hacia el estro (Conannon, 2011).

Esta hormona puede actuar debido a la presencia de su receptor LHR, el cual
corresponde a una glicoproteina de transmembrana perteneciente a la familia de receptores
acoplados a la proteina G (Ascoli et al., 2002; Menon et al., 2004; Menon y Menon, 2012;
Choi y Smitz, 2014). Este receptor esta encargado de la unidn, entregando asi la especificidad

de respuesta hormonal (Sun y Davies, 1995; Choi y Smitz, 2014).

Los receptores de LH en canidos han sido descritos durante la etapa de proestro y
mediante técnica de autoradiografia (Saint-Dizier et al., 2008). En otras especies se describe
su presencia en células de la teca de foliculos antrales, con un aumento a medida que el
foliculo crece en respuesta a la FSH (Menon, et al., 2011) y tanto el estradiol como factores
paracrinos/autocrinos influyen en su expresion en otras especies estudiadas (Menon, et al.,

2011) mientras que su inhibicion ocurre en etapas tempranas de la foliculogénesis en muchas



hembras mamiferas e impide la luteinizacion prematura de los foliculos ovaricos (Eppig,
2001).

En la perra a diferencia de los demas mamiferos, la luteinizacion folicular comienza
antes del momento de la ovulacién (Saint-Dizier et al., 2008; Kowalewski et al., 2015)
evidencidndose un incremento preovulatorio de progesterona sérica (Fernandezet al., 2016),
antes del alza preovulatoria de LH (Reynaud, et al., 2009). Sin embargo, los factores

responsables de esta induccidn aun son desconocidos.

La luteinizacion preovulatoria de los foliculos de la perra puede implicar una
dindmica diferente de los receptores para LH en los foliculos caninos, siendo el anélisis de la
expresion de este receptor un factor indispensable para ayudar a entender los procesos
fisioldgicos que ocurren durante el desarrollo de la foliculogénesis en esta especie.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas y desarrollo Folicular en la perra
Durante el desarrollo folicular al momento de la formacion del antro ocurre una
transicion de una regulacion basicamente paracrina a una ademas endocrino, dada por las

gonadotrofinas hipofisiarias (Fair, 2003; Concannon, 2009).

Durante la fase pre-antral el foliculo crece en concomitancia con el ovocito para luego
alcanzar la fase antral de desarrollo (Eppig, 2001), en la transicion del foliculo pre antral
a foliculo antral el ovocito adquiere la competencia de maduracion y posteriormente para
el desarrollo (De los Reyes et al., 2014). El crecimiento folicular antral temprano
determina la capacidad de respuesta y la dependencia del foliculo en la regulacion extra-
ovarica gobernada por el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (Rodrigues y Rodrigues,
2003). Bajo la influencia de gonadotrofinas, el antro crece, resultando posteriormente en
la formacion de un foliculo preovulatorio (De los Reyes et al., 2014). En perras ciclantes,
los foliculos antrales de 0,2 — 0,6 mm de tamafio al inicio del anestro, pueden llegar a 1
mm hacia el final del anestro (Andersen et al., 1973), para después en las etapas finales
del crecimiento folicular en estro, estos pueden llegar a tamafios de 7,5 mm en el

momento de la ovulacion (Reynaud et al., 2012).

2. Hormona Luteinizante
La Hormona Luteinizante (LH) en una de las gonadotrofinas hipofisiarias que

corresponde a una glicoproteina heterodimeérica compuesta por una subunidad o y una f3
asociadas por uniones no covalentes (Choi y Smitz, 2014). En humanos la subunidad a
estd compuesta por 92 aminoécidos y posee una estructura polipéptida idéntica a la que
tiene la FSH, la THS y la hCG, mientras que la subunidad B, compuesta por 121
aminoéacidos, posee una estructura aminoacidica Unica dependiendo de cada hormona ya
que es quien confiere la actividad especifica (Bulun, 2011). Cada sub unidad es rica en
aminoacidos de cisteina y contiene multiples enlaces disulfuro (Bulun, 2011). La
secuencia o es altamente conservada entre diferentes especies mamiferas (idéntica entre
bovinos y ovinos, homologa en un 82% entre bovinos y equino y 72% entre bovinos y
humanos). Mientras que la composicion aminoacidica de la subunidad B es variable

dentro de las mismas especies (Muller et al., 2013).



Esta hormona juega un rol de importancia en el ciclo reproductivo, debido a sus
funciones en el desarrollo folicular (Choi y Smitz, 2014), esteroidogénesis (Pangas et al.,
2015), y ovulacion, ademéas de poseer una funcién luteotréfica post ovulatoria en la
mayoria de los mamiferos estudiados (Bulun, 2011), aunque en los caninos esta funcion

es solo colaborativa (Kowalewski et al., 2015).

En las diferentes especies mamiferas, los niveles de LH varian durante el transcurso
del ciclo reproductivo (Aurich, 2011; Bartlewski et al., 2011; Concannon, 2011; Mihm
et al., 2011; Soede et al., 2011). En la perra se encuentran bajos durante el anestro
temprano (< 1 —2 ng/mL), con pequefias alzas ocasionales a medida que avanza hacia el
anestro medio (3 — 30 ng/mL) mientras que en anestro tardio se describen un aumento en
la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH con un aumento promedio del 300 al 3000%
mayor que los observados en la fase mas temprana (Concannon, 2011). Durante el
proestro los niveles se vuelven progresivamente mas bajos y con pulsos menos
detectables debido a la retroalimentacién negativa generada por los estrogenos
(Concannon 2009). Se describe que la disminucion de la proporcion estrégeno
(E2)/progesterona (P4) que ocurre durante el proestro tardio, causada por el aumento de
P4y de 17-Hidroprogesterona (17 a-OH-P) es el desencadenante que lleva al alza de LH
y el comienzo de la etapa de estro, causando por una parte la ovulacién y por otra el inicio
de comportamiento de receptividad sexual por parte de la hembra (Concannon 2009).
Siendo esta disminucién magnificada y acelerada por retroalimentacion positiva causada
por el segmento inicial del peak de LH, debido a sus efectos anti-aromatasa y

estroidogenesis estimulantes. (Concannon, 2012).

Se describe también que la LH es un factor de importancia para el estimulo del
reinicio meidtico y posterior maduracion del ovocito antes de la ovulacion en la mayoria
de las especies mamiferas (Fair, 2003; Palma et al., 2012). Sin embargo, en el caso de los
caninos, el alza de LH, si bien estimula la ovulacion, no induce el reinicio de la meiosis
(Chastant-Mailard et al., 2011), lo que significa que el ovocito es ovulado en estado de
diactiateno de la primera division mei6tica y no en segunda metafase (Lee et al., 2007;
De los Reyes et al., 2011; Reynaud et al., 2012)



3. Receptor de LH
El receptor de LH (LHR) corresponde a una glicoproteina de transmembrana

perteneciente a la subfamilia rodopsinas de los receptores ligados a proteina G (GPCR)
(Ascolietal., 2002; Menon et al., 2004; Menon y Menon, 2012). En humanos, se describe
que el receptor posee una subunidad o de 92 aminoacidos y una B, encargada de la funcién
y de la union (Choi y Smitz, 2014) entregandole asi la especificidad de respuesta
hormonal (Sun y Davies, 1995). En su conjunto, ambas unidades juegan un rol
fundamental en la respuesta del foliculo a la LH (Saint-Dizier et al., 2008). Se encarga
de variadas funciones reproductivas incluyendo esteroidogénesis ovarica, regulando la
expresion de 170a0H, enzima encargada de transformar pregnenolona en 17-L-OH-
pregnenolona (Braw-Tal y Roth, 2005), asi como también un papel importante en la

ovulacion. (Menon y Menon, 2012).

En humanos y en ratas se ha determinado que el receptor de LH posee un dominio
extracelular largo, rico en leucina y con mdaltiples sitios glicosilados (Choi y Smitz,
2014), 7 a-hélices transmembrana y un pequefio dominio carboxi-terminal intracelular
(Menon et al., 2004). Su peso varia segun especie y se ha descrito, utilizando técnicas de
western blot, la presencia de la proteina madura, y de su precursor o forma inmadura (Tao
et al., 2004), cuyos pesos varian entre los 73 a 92 kDa y 67 a 85 kDa respectivamente
(Tao et al., 2004, Fabritz et al., 1998). Ascoli et al (2002) describen su peso como

receptor maduro en la superficie celular de entre 85 a 95kDa.

La presencia de LHR abarca diversos tipos celulares, como piel (Welle et al., 2006),
cerebro (Bukovsky et al., 2003) y hasta musculo liso (Welle et al., 2006), mientras que
en tejido reproductivo de hembras mamiferasse describe en células tecales, células
diferenciadas de la granulosa y células luteales, entre otros (Ascoli et al., 2002; Choi y
Smitz, 2014) pero con una expresion dindmica a lo largo del ciclo ovarico normal en
humanos (Choi y Smitz, 2014), Estos aspectos se desconocen en la perra, aunque se ha
descrito en ella, mediante técnicas de autoradiografia, que previo a la ovulacion hay
presencia de sitios de union para LHR cuando el diametro folicular es un 20% del
diametro ovulatorio, (Saint-Dizier et al., 2008), en comparacién al 50% encontrado en

otras especies (Monniaux et al., 1997; Driancourt, 2001).



Si bien, los mecanismos que gobiernan estos cambios en los niveles de expresion no
han sido totalmente dilucidados en mamiferos, se cree que involucran regulacién tanto
transcripcional como post transcripcional (Choi y Smitz, 2014). En la mayoria de las
especies debido a factores paracrinos y autocrinos, hay una supresion de su expresion en
etapas temprana de la foliculogénesis, lo que impide la luteinifizacién prematura de los
foliculos (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2008). Estudios en humanos y ratas describen su
expresion en pequefias cantidades en foliculos antrales, los cuales aumentan en cantidad
a medida que el éste crece en respuesta a FSH, estradiol y otros factores paracrinos
(Menon y Menon, 2012; Choi y Smitz, 2014).

Luteinizacion

En la mayoria de las especies, la luteinizacion corresponde al proceso en el cual luego
de la ovulacién, las células de la granulosa y dela teca experimentan cambios
morfolégicos y bioquimicos transformandose en células grandes (granulosas luteales) y
pequefas (tecales luteales) respectivamente para generar el cuerpo lateo (Bulun, 2011).

En los cénidos, sin embargo, ocurre una luteinizacion folicular pre ovulatoria,
reflejada por aumentos en los niveles séricos de progesterona 1 a 2 dias antes del peak de
LH (Concannon et al., 1977) e involucra tanto células de la teca como de la granulosa,
pero sin una diferenciacién a células luteales grandes y pequefias como es comun en los

demés mamiferos (Kowalewski et al., 2015).

La razén del porqué ocurre esta luteinizacion temprana aun es desconocida,
reportdndose que sucede 60-70 h antes de la ovulacion y el alza preovulatoria de
progesterona se observa justo antes o en coincidencia con la iniciacién del alza de LH
(Reynaud, 2009; Saint-Dizier et al., 2008). Ademas, se desconoce como se adquieren los
LHR, sugiriendo que al igual que en los cerdos, hay una mayor cantidad de cambios

paracrinos y autocrinos responsables de su adquisicion (Concannon, 2009).



Siendo la LH una de las hormonas involucradas en la actividad reproductiva de las
hembras mamiferas, tanto en el desarrollo folicular, ovulacion y en el proceso de
luteinizacion, el estudio de su receptor durante el crecimiento folicular cobra importancia,
mas aln cuando practicamente no ha sido estudiado en caninos, desconociéndose aun la

dindmica de expresion durante el ciclo reproductivo en esta especie.

HIPOTESIS

La expresion de los LHR, tanto a nivel de mRNA como de proteina ocurre tempranamente
en los foliculos ovaricos de perras, presentando una dinamica que variard de acuerdo al

desarrollo folicular y ciclo reproductivo de ésta.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion de LHR (mMRNA 'y proteina) en los foliculos ovéricos de perras a través
del desarrollo folicular en las distintas etapas de su ciclo estral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la dinamica de expresion del gen de LHR (LHR mRNA) y su proteina (LHR)
a través del desarrollo de los foliculos ovaricos

2. Relacionar la influencia de la etapa del ciclo estral en la presencia de LHR a nivel de su
mMRNA y de la proteina.

3. Establecer la relacion temporal que hay entre la expresion del gen de LHR y la su proteina

codificante durante el desarrollo folicular en las perras.



MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccién Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET). Las
muestras se obtuvieron y se procesaron de acuerdo al protocolo aprobado por los comités de
Bioética de FONDECYT y de FAVET.

1. Recolecciéon de muestras

Los ovarios se obtuvieron de perras mestizas y de raza, no prefiadas, clinicamente sanas,
entre 8 meses y 6 afios de edad por medio de ovariohisterectomia realizadas en el Centro de
Atencion Primaria de Mascotas Santo Tomas y en el Centro de Salud Veterinaria El Roble.
Estos fueron transportados en solucion salina 0,9% NaCl, suplementada con 100 Ul de
penicilina G sodica (Sigma #K5021, ST. Louis, MO, USA) y 50 pg/mL de estreptomicina
(Sigma #S-9137) (De los Reyes et al., 2012), a 5°C. Paralelamente durante la cirugia se
obtuvo una muestra de 5 ml de sangre a través de la canula para determinar los niveles de
progesterona sérica. En el laboratorio los ovarios se mantuvieron en solucion buffer fosfato
salino 1x (PBS; (KCI 0.02%, Na 2 HPO 4 0.142%, NaCl 0.8%, KH 2 PO 4 0.024%) durante
su manipulacion a temperatura ambiente (22°C) y fueron procesados dentro de las primeras
2 horas posteriores a la cirugia. Se evalud cada gonada utilizando una lupa estereoscépica
(A.Kriss Optronic GmNH, Hamburgo, Alemania) para determinar mediante sus estructuras
presentes y el grado de desarrollo de éstas y estimar la etapa del ciclo estral en la cual se

encontraba.

La etapa del ciclo estral se corrobor6 mediante el analisis de la concentracién de
progesterona sérica a través de ensayos de ELISA, de acuerdo a las técnicas establecidas en

el laboratorio (Fernandez et al., 2016).

2. Procesamiento de muestras

Utilizando un bisturi, se seccion6 la porcion cortical de cada ovario en trozos los
cuales fueron mantenidos por 90 minutos en una digestion enzimatica con colagenasa
(C0130-100MG Sigma, MO, USA) a concentracion de 1 mg/mL en agua destilada a
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temperatura ambiente (22 °C), con el fin de disgregar el tejido ovarico y facilitar la obtencion

de las células foliculares.

La recoleccion de las celulas foliculares se realizd bajo una lupa estereoscopica
(A.Kriss Optronic GmNH, Hamburgo, Alemania), donde los foliculos fueron clasificados
segun su estado de desarrollo en preantrales (< 300 um de diametro), antrales pequefios (~
300 — 490 um de diametro), antrales medianos (~ 500 — 990 um de didmetro) y antrales
grandes (>1000um). Las muestras obtenidas fueron dividas para el analisis del LHR

mediante g-PCR (MRNA) y para la proteina del mismo mediante Western Blot.

3. g-PCR
Las células recolectadas fueron depositadas en tubos eppendorf (1,5 mL) con 0,5 mL

de solucion RNA later Stabilizarion Solution (Ambion, ThermoFisher Scientific, Budapest,
Hungria) y clasificadas segun el tamafio del foliculo de origen y la etapa del ciclo estral en

el que se encontraban, siendo rotulados y almacenados a -20°C hasta su analisis.
3.1. Disefio de Partidores

Los partidores para el LHR se disefiaron en base a la secuencia publicada en GenBank
(AF389885), de forma similar a lo realizado por Welle et al., (2006) (Tabla 1), utilizando el
programa PRIMER 3PLUS vy sintetizados por Bioseach Technologies (California, Estados
Unidos). Ademas, las condiciones del g-PCR se optimizaron en funcion de la concentracion
optima de los partidores y su eficiencia mediante curva de calibrado. Como genes de
referencia se utilizaron B-actina e Histona H2A, con partidores ya disefiados y estandarizados

(Palomino y De los Reyes, 2016)
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Tabla 1: Secuencia de Partidores para LHR

Receptor NUmero Acceso  Secuencia
GeneBank
LH AF389885 5’- CTCGCCATCGTGGGAAATGT 3’ (forward)

5’- GCACTACACCCACTCCCTGT 3’ (reverse)
(Welle et al., 2006)

3.2.  Extraccion de RNA

El RNA total se extrajo de las muestras, luego de descongelarlas a temperatura
ambiente, mediante columnas de afinidad utilizando el Kit GeneJET RNA Purification
(Fermentas LifeSciences, Budapest, Hungria), siguiendo las instrucciones del fabricante bajo
un gabinete de bioseguridad, en condiciones libres de RNAsas. La concentracion de RNA
fue determinada mediante fluorometria en un Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Budapest,
Hungria) utilizando el kit de cuantificacion Qubit RNA Assay (Molecular Probes Invitrogen,
Budapest, Hungria) utilizando una alicuota de 0,5uL de cada nuestra, en tubos eppendorf
libres de RNAsas siguiendo las instrucciones del fabricante, las que se mantuvieron en tubos

eppendorf (1,5 mL) con agua libre de RNAsas a -80°C hasta el analisis de cDNA

3.3.  Transcripcidén Reversa

La transcripcion reversa se realizd con el conjugado enzimatico SuperScript 11 First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Budapest, Hungria) siguiendo las
indicaciones del fabricante. La concentracion del DNA complementario (CDNA) se
determind con el kit de cuantificacion Qubit ssSDNA Assay (Molecular Probes Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Budapest, Hungria) utilizando una alicuota de 0,5uL de cada
muestra en el preparado del Qubit, en tubos eppendorf libres de RNAsas siguiendo las
instrucciones del fabricante, para luego almacenar las muestras de cDNA originales en tubos

eppendorf (1,5 mL) libres de DNAsas a -20°C hasta su uso en los protocolos de g-PCR.

3.4. PCRentiempo real o qPCR
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La amplificacion de los genes se realizd mediante g-PCR, utilizando el kit Maxima
SYBR Green/Fluorescein gqPCR Master Mix (2X) (ThermoFisher Scientific, Budapest,
Hungria), segun las cantidades por reaccion indicadas por el fabricante (Anexo 1). Las
soluciones elaboradas utilizaron cDNA de cada tamafio folicular, cargados en placas de 48
pocillos, utilizando una placa por cada etapa del ciclo estral. Muestras de control sin el
transcripto reverso y sin el templado se incluyeron en cada placa como controles negativos.
Se sellaron con film optico adhesivo (Illumina Inc. San Diego, CA. USA), para luego ser
analizadas en el termociclador EcoReal-Time PCR System (Illumina Inc. San Diego, CA.
USA) utilizando las condiciones dadas por el fabricante del kit empleado (Anexo 2) con 40

ciclos en total.
3.5. Cuantificacion Relativa

Luego de la estandarizacion de las condiciones del PCR se evalud la expresion
relativa de los genes de LHR segun el tamafio folicular y la etapa en el ciclo estral de la perra

donante.

Los niveles de expresion génica fueron guardados como valores de Ct, que
corresponde al nimero de ciclos donde la sefial fluorescente fue detectada por sobre un valor
umbral. Utilizando Microsoft Excel se calcularon los promedios de los Cts para cada replica
biolégica (segun cada tamafo y etapa del ciclo) y transformados en valores relativos o
Quantity (Q) por medio del método AACt (Bustin et al., 2009; Vandesompele et al., 2002).
Luego la cuantificacion relativa en la expresion del LHR para cada estado del ciclo se estimé
con el cociente entre el valor de Q y un factor de normalizacion (NF), que fue calculado en
base a la media gendmica de los valores de Q de los genes de referencia. Tanto para la
amplificacion de LHR como de los genes de referencia, se utilizaron 10 ng de cDNA, (Anexo

1). La expresion relativa fue expresada con el promedio + desviacion estandar.

4, Western Blot

Las muestras fueron depositadas separadamente en tubos Eppendorf (1,5 mL) con 0,5
mL de buffer fosfato salino (PBS) 1x, previamente rotulados con el nimero de muestra y el

estado de desarrollo folicular, y luego fueron almacenados a -20°C hasta su uso.
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4.1. Extraccion de Proteinas

Las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente para luego extraer 1 mL de
cada una. Las proteinas totales se extrajeron adicionandol mL buffer de lisis (Tris 20 mM,
HCI (pH 7), NaCl 150 mM, Na2EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton 100x 1%) (Hou et al.,
2010) suplementado con 0.8pL de cocktail inhibidor de proteasas y fosfatasas (ThermoFisher
Scientific, Budapest, Hungria). Las muestras se sonicaron con pulso de 50% por 30 segundos
utilizando un Sonicador Digital Branson S-450D (Emerson Electric Co. St Louis, Misuri,

Estados Unidos), perteneciente al Laboratorio de Biologia de FAVET.

La concentracion de proteinas fue determinada mediante fluorometria en un Qubit 2.0
Fluorometer (Invitrogen, Budapest, Hungria) utilizando el kit de cuantificacién Qubit Protein
Assay (Molecular Probes Invitrogen, Budapest, Hungria) usando una alicuota de 0,1pL de

cada muestra.
4.2. Electroforesis

Previo a la electroforesis, se extrajo 30 pL de cada muestra de proteina a
concentracion de 0,93 pg/pL y se les adiciond 10 pL de Buffer de Carga 5x (GeneScrip,
Piscataway, NJ, Estado Unidos) para luego ser calentadas en bafio de agua por 5 minutos. Se
utilizé una camara electroforética Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.
Hercules, California, Estados Unidos) en la cual fueron colocados Geles al 12% de SDS-
Poliacrilamida (ExpressPluss PAGE Gels, GeneScrip, Piscataway, NJ, Estados Unidos) con
12 pocillos, dejando el primero Gnicamente para correr un estandar de peso molecular
(M00443 GeneScrip Piscataway, NJ, Estados Unidos) mientras que en los demas carriles se
depositaron las muestras ordenadas seguin tamafio folicular. Se rellend la cdmara con solucién
de corrida 1% (TRIS 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,1% en agua destilada) e inici6 la

electroforesis a 120 V.

Se realizo la transferencia a una membrana de nitrocelulosa (Immobilon-P, Millipore
Corporation, Billerica MA, Estados Unidos) utilizando la misma camara electroforética, en
solucion de transferencia (TRIS 25 mM, glicina 192 mM y Metanol 20% en agua destilada,
a pH 8,3) a 350 mA por una hora.
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Posterior a la transferencia, se procedio al realizar el bloqueo de la membrana
utilizando leche descremada al 5% en TBST (Tris 35 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Tween 20 0,1% en agua destilada a pH 8,0) a temperatura ambiente y agitacion constante por

una hora.

Luego del bloqueo, se prosiguidé con la incubacion con el anticuerpo primario anti
LHR P-17, Sc-26342, goat polyclonal 1gG (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX,

Estados Unidos) (dilucién 1:100) durante toda una noche a 4°C y con agitacion constante.

Tras la primera incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBST
a la membrana para continuar la incubacién con el anticuerpo secundario SC- 2020 donkey
anti-goat 1gG (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, Estados Unidos) (dilucién 1:500)
conjugado con fosfatasa alcalina (dilucién 1:50) durante una hora, con proteccion a la luz,

agitacion constante y a temperatura ambiente.

Se realizaron 3 lavados posteriores en TBST de 10 minutos cada uno antes del
revelado, las bandas de la proteina se visualizaron con sustrato NBT/BCIP 50x (Sc-24981,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, Estados Unidos) y Solucién de Tincion (Tris 10
mM, NaCl 10 mM y MgCl, 0,025 mM, en 100 mL de Agua Destilada, a pH 9,5) utilizando
200 pL y 10 mL respectivamente. Sumergiendo la membrana y agitando constantemente por

no mas de 15 minutos.
4.3. Intensidad de Bandas

La densitometria de la intensidad de las bandas del Western Blot se evalu6 usando el
programa BIOTOP Gel Imaging System (Bio-Tech Co., Ltd, Shangai, China) Se determind
la cantidad de pixeles en la misma area en cada banda y se expresé como integridad optica
integrada (10D).

5. Anadlisis Estadistico

Los datos del gPCR fueron obtenidos utilizando el Software EcoStudy y los de
western blot midiendo la integridad Optica integrada obtenida tras la densiometria. Ambos

resultados fueron analizados mediante ANOVA de dos vias, seguido de la Prueba de Tuckey
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para determinar diferencias para ambos experimentos. Se utilizd el Software InfoStat

(InfoStat Professional Program, Version 2015).

El analisis de correlacion se realizo de acuerdo a los datos obtenidos de la expresion
relativa del receptor (QPCR) y los obtenidos como intensidad de banda del receptor (Western
blot) segun cada tamafio folicular, mediante la Prueba de Correlacion de Pearson.

Para todos los andlisis se utilizara un valor de significancia de P < 0,05.

RESULTADOS

Expresion del gen de LHR.
La extraccion del RNA necesaria para los experimentos de qPCR se realiz6 utilizando

un total de 70 perras, de las cuales se obtuvieron y evaluaron 1173 foliculos, clasificados
segun tamafo y estado del ciclo que se encontraba las donantes (Tabla 2).

Se realizaron en total tres réplicas para cada etapa del ciclo y tamafio folicular, donde
se evaluaron celulas de foliculos preantrales, antrales pequefios, medianos y grandes. Fue
posible detectar la expresion relativa de mRNA del LHR en todos los tamafios foliculares y

durante todas las etapas del ciclo estral de la perra (Figura 1).
Tabla 2. Total de foliculos utilizados para extraccion de RNA segun las distintas categorias de clasificacion.

Desarrollo Folicular

Ciclo PA AP AM AG Total
Anestro 297 177 93 - 567
Pro/Est 163 124 45 15 347
Diestro 137 56 66 - 259
Total 597 357 204 15 1173

PA: Pre Antral. AP: Antrales Pequefios. AM: Antrales Medianos. AG: Antrales Grandes.

Segun el tamarfio folicular, la expresion del gen que codifica para LHR no mostrd
diferencias (P < 0,05) entre los foliculos pre antrales comparando entre las diferentes etapas
del ciclo, pero si hubo (P < 0,05) en los foliculos antrales, en todos los tamafios y en todas

las etapas, con excepcién de los foliculos antrales pequefios de anestro. En el caso de los
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foliculos antrales grandes presentes solo en la etapa de proestro/esto, hubo diferencias (P <

0,05) en comparacion al resto de los tamafios foliculares estudiados.

En la expresion segun cada etapa se observaron diferencias (P < 0,05) entre todos los
tamarios foliculares de las etapas de proestro/estro y diestro, mientras que en anestro variaron

solo entre foliculos pre antrales y antrales medianos.

b
b -[ m Anestro

Proestro -

Estro
ac

a a a m Diestro

Expresion Relativa (MRNA)
N w BN (62} (o]

PA AP AM AG
Desarrollo Folicular

Figura 1. Expresion relativa (MRNA) del LHR segun las etapas de Anestro, Proestro/Estro y Diestro;
y segun tamafios foliculares (Preantral, Antral Pequefio, Antral Mediando y Antral Grande). Letras
distintas indican diferencias significativas (P < 0,05). PA: Pre Antral. AP: Antral Pequefio. AM:
Antral Mediano. AG: Antral Grande.
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Evaluacion del receptor de LH por Western Blot
Para la extraccion de proteinas necesarias para los ensayos de Western Blot, se utiliz6 un

total de 68 perras, de las cuales se evaluaron 895 foliculos, clasificados segun tamafio y

estado del ciclo que se encontraba la perra donante (Tabla 3).

Tabla 3. Total de foliculos utilizados para la extraccion de proteinas, segin las distintas categorias de

clasificacion.
Desarrollo Folicular
Ciclo PA AP AM AG Total
Anestro 112 107 15 - 234
Proestro/Estro 49 195 71 21 336
Diestro 94 176 55 - 325
Total 255 478 141 21 895

PA: Pre Antral. AP: Antrales Pequefios. AM: Antrales Medianos. AG: Antrales Grandes.

Se realizaron en total 4 réplicas para cada etapa del ciclo y tamarfio folicular. A partir de
las muestras analizadas se observé la presencia de dos bandas, una de 90 kDa y otra de 67
kDa (Figura 2) lo que corresponderia a la forma madura e inmadura del receptor
respectivamente. Ambas marcas del LHR se pueden apreciar en los tamafios foliculares
estudiados y durante todas las etapas del ciclo estral de la perra, pero con diferentes

intensidades.

PreAntral Antral Pequefio Antral Mediano AG

AN PE DE AN PE DE AN PE DE PE C+

. ‘ 67
ot - J kDa

90
kDa
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Figura 2: Fotografia de una de las membranas obtenidas luego del proceso de transferencia y
revelado obtenido tras la electroforesis de proteinas de LHR

AN: anestro, PE: proestro/estro, DE: diestro, AG: antral grande, C+: control positivo utilizado (cuerpo liteo)

La intensidad de bandas de la proteina del LHR mostré una predominancia en su forma
inmadura (67 kDa) en comparacion con la madura (90 kDa) (Figura 3). En la etapa de anestro

ambas bandas fueron incrementando su nivel de intensidad al pasar de pre antral a antrales.

La forma madura en anestro presentd mayores concentraciones en comparacion con las
etapas de proestro/estro y diestro, pero con menor intensidad en comparacion a la forma

inmadura.

En proestro/estro, la forma inmadura fue también predominante en comparacion a la
forma madura. La intensidad en ambas formas fue aumentando con el incremento del tamafio
folicular, presentando diferencias (P < 0,05) entre foliculos pre antrales hasta antrales

grandes.

En la etapa de diestro se mantuvieron las diferencias de intensidad de banda entre la
forma madura y el precursor inmaduro (P < 0,05), presentando ésta mayor cantidad en todos
los tamarfios foliculares y aumentado desde los foliculos preantrales hasta los antrales

medianos.

A
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Figura 3. Intensidad de Banda para LHR como proteina inmadura (67 kDa) (A) como proteina
madura (90 kDa) (B) segun las etapas del ciclo estral y segin tamafios foliculares. Letras distintas
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indican diferencias significativas (P < 0,05). PA: Pre Antral. AP: Antral Pequefio. AM: Antral
Mediano. AG: Antral Grande.

Relacion mRNA — Proteina

Debido a la presencia de la forma madura (90 kDa) y de la inmadura (68 kDa), se
realizaron para cada uno un analisis de correlacion de Pearson relacionando la expresion

relativa del mensajero (MRNA-LHR) y la intensidad de banda del receptor de LH.

Se observd una correlacién positiva (P < 0,05) tanto para la forma madura e inmadura

con la expresion del gen del receptor en las etapas del ciclo estral evaluadas (Figura 4).
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Figura 4. Correlacion entre Intensidad de Banda y mRNA del LHR durante las etapas de
Anestro (A'y B), Proestro/Estro (C y D) y Diestro (E y F). e: Foliculo Preantral; m: Foliculo Antral
Pequefio; A: Foliculo Antral Mediano; ¢: Foliculo Antral Grande

DISCUSION
El presente estudio determiné por primera vez el patron de expresion del receptor de

LH tanto a nivel del gen como de la proteina en foliculos de perra, demostrando su presencia

durante todo el ciclo a través del crecimiento folicular en caninos.

Se demostrd tanto la presencia del mRNA como de la proteina durante todo el
desarrollo folicular, incluso desde los foliculos preantrales y en las tres etapas del ciclo
estudiadas. Existe evidencia, en especies mamiferas como ratas (Kishi y Greenwald, 1999;
Teerds y Dorrington, 1995), cerdas (Meduri et al., 1992), vacas (Wandji et al., 1992),
hamsters (Roy et al., 1987) y humanos (Takao et al., 1997) utilizando técnicas como la
autoradiografia de la existencia de sitios de union para LH en foliculos, mientras que en
perras, utilizando la misma técnica, detectaron lugares de unién de la hormona pero
solamente en foliculos mayores a 350 um y estando solamente acotado a la etapa de

proestro/estro (Saint-Dizier et al., 2008).

La expresion de mRNA-LHR ha sido encontrada desde foliculos secundarios en
bovinos (Nogeira et al., 2010), ovinos (Tisdall et al., 1995) y humanos (Oktay et al., 1997).
No existiendo hasta la fecha informacion equivalente en la perra. La presencia temprana del
transcripto del receptor, en comparacion a las otras especies mamiferas, podria sugerir la

existencia de alguna funcién de la LH durante el desarrollo folicular temprano, sobre todo en
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anestro que presenta aumentos paulatinos en la concentracion de esta hormona (Concanon,
2009) Sumado a que se podria relacionar con el proceso de luteinizacion preovulatoria que
posee la hembra canina durante la etapa de proestro/estro, ya que al existir mRNA de LHR,
tanto de forma previa como durante el desarrollo a foliculos antrales grandes, indicaria ya la
traduccion de estos a receptores y con ello una respuesta anticipada de estos foliculos a la LH
(previo al peak de ella) que comience los cambios morfoldgicos tanto en la células de la teca

como de la granulosa.

El aumento de la expresion del transcrito del receptor en relacion al tamafio de los
foliculos, encontrado en este estudio, se relacionaria con el aumento de la sintesis del LHR.
Esto concuerda con estudios en otras especies, donde se ha descrito que existiria una
correlacion positiva entre el diametro folicular y la cantidad de sitios de unién para LH en
oveja (Abdennebi et al., 1999), rata (Monniaux y de Reviers, 1989), hamster (Oxberry y
Greenwald, 1982), humano (Shima et al., 1987), cerda (Nakano et al., 1983), gata (Saint-
Dizier et al., 2007) y en época periovular en perras (Saint-Dizier et al., 2008) donde los
foliculos antrales grandes o preovulatorios, presentan una mayor expresion en comparacion

a los demas tamarios.

Uno de los mayores incrementos de mRNA-LHR fue durante proestro/estro, siendo
esta ya una etapa final de desarrollo, el foliculo requiere la capacidad para poder responder

al peak de LH generando como respuesta la ovulacion (Russel y Robker, 2007).

Mediante western blot se evidencié en el presente estudio dos bandas
inmunoreactivas, una con un peso equivalente a 90 kDa y otra de 67 kDa, indicando que las
formas encontradas corresponderian a la proteina madura e inmadura respectivamente de
acuerdo a lo descrito en otras especies mamiferas como equinos (Goudet et al., 1999),
porcinos (Vulhai-Luuthi et al., 1990; Loosfelt et al., 1989), ratas (Ascoli et al., 2002; Apaja
et al., 2005) y humanos (Ascoli et al., 2002; Tao et al., 2004), donde sefialan la presencia de
dos formas de LHR con pesos que varian entre los 55 a 73 kDa para la proteina inmadura y
de 70 a 90 kDa para la forma madura.

La abundancia de cada tipo de proteina del LHR ha sido observada por diversos

estudios siendo descrito en humanos (Ascoli et al., 2002) que la forma madura es mas
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abundante que la inmadura, mientras que en ratas existen resultados contradictorios, con
mayor cantidad de la forma inmadura (Ascoli et al., 2002; Apaja et al., 2005). En el presente
estudio se pudieron determinar variaciones en la intensidad del LHR a lo largo del ciclo estral
y de los diferentes tamafios foliculares, donde la forma inmadura fue mas abundante que la
forma madura en todas las etapas, pudiendo indicar un proceso de maduracion ineficaz o

lento.

Al igual con lo que ocurre con el mRNA del receptor, hubo un aumento en la cantidad
de LHR a medida que los foliculos aumentan en tamafio. En la tapa de anestro se evidencio
un aumento en ambas formas del receptor pudiendo estar relacionado con el aumento que
posee la LH durante la fase més tardia de esta etapa del ciclo (Concannon, 2011). Durante
proestro/estro, la forma inmadura sigue siendo la més abundante con un incremento en la
expresion a medida que el foliculo crece y llega a tamafios preovulatorios al igual que su
forma madura, ademas, esta etapa es la que presenta el mayor aumento en los niveles de
MRNA LHR sugiriendo que existe un alto nivel de transcripcion al igual que de traduccion.
En el diestro, la forma inmadura es la mas expresada al igual que se observaron altos del

mensajero indicando un proceso activo de transcripcion.

CONCLUSIONES

e Tanto el mMRNA como la proteina del LHR se expresan temprano en el desarrollo
folicular de la perra, a partir de foliculos preantrales.

e El gen como la proteina del receptor de la LH se expresan durante todo el ciclo
estral, pero con variaciones de acuerdo al ciclo reproductivo de la perra.

e Las formas proteicas encontradas corresponderian a la del receptor maduro y la del
receptor inmaduro, siendo mas abundante en los foliculos ovaricos de perra la forma

inmadura.
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ANEXOS

Anexo 1: Componentes y cantidades por reaccion del kit Maxima SYBR Green/Fluorescein
gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific).

Maxima SYBR Green/Fluorescein gPCR 6,25 pL
Master Mix (2X)*
Partidor Forward 0,5 UM segun cada partidor
Partidor Reverse 0,5 UM segun cada partidor
Templado o cDNA Volumen equivalente a 10 ng cDNA
Agua DEPC Hasta completar un volumen total de 9 puL

*Incluye la DNA polimerasa Taq Maxima®Hot Start (enzima termoestable que replica DNA), dNTPs,
SYBR®Green | (colorante intercalante para detectar DNA de doble hebra) y fluoresceina (colorante pasivo de
referencia).

Anexo 2: Perfil térmico usado en los gPCR.

Denaturacion inicial 50°C 2 minutos 1
Activacién 90°C 10 minutos 1
Polimerasa

Denaturacion 95°C 15 segundos
Alineacion 60°C 30 segundos 40
Extension 72°C 30 segundos
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