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SELENIO ORGANICO Y EXPRESION FOLICULAR DE LDLr Y SR-BI IN VITRO
Rigoberto Vazquez Diaz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

El selenio es mineral esencial para los animales, influye en la actividad reproductiva
provocando mejoras en los gametos, asi como, aumento en la sintesis de hormonas
esteroideas, para lo cual, el colesterol es molécula base. Existe informacion suficiente
sobre la importancia del colesterol en la sintesis hormonal; sin embargo, es poca o
nula la informacién existente sobre el efecto que la selenometionina puede
desencadenar sobre la expresion de receptores para colesterol en células foliculares.
Por lo que esta investigacion partio de la hipétesis que, la exposicion de foliculos a
selenometionina en dosis y tiempos diferentes determina la expresion de LDLr y SR-
B1l; receptores para lipoproteinas de baja (LDL) y alta densidad (HDL),
respectivamente. El objetivo planteado fue: identificar si la exposicion in vitro de
foliculos ovaricos a selenometionina en dosis y tiempos diferentes afecta la expresion
de LDLr y SR-B1, receptores que transportan colesterol a células esteroidogénicas. Se
obtuvieron ovarios de ovejas, para extraer foliculos entre 2 y 3 mm de diametro, los
cuales, fueron cultivados en medio enriquecido con selenometionina, a dosis de 0, 5,
10, 20 ng mL?t y tiempos de 24, 72 y 96 h. Después de suspender el cultivo, los
foliculos se fijaron con formol al 36% y embebieron en parafina, se realizaron cortes
histolégicos e inmunohistoquimica para determinar la expresion de receptores LDLr y
SR-B1. Se us6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial 4 x 3 con
submuestreo. Para analizar los datos se empled el procedimiento PROC MIXED vy la
prueba de Tukey (p < 0.05) para la comparacion de medias. Los resultados no
mostraron diferencias debido al tratamiento y tiempo (p > 0.05) para ninguno de los
receptores, solo para SR-B1 en la interaccion tratamiento tiempo mostro diferencia (p
< 0.05). La exposicion de foliculos ovaricos a selenio organico en diferentes dosis y
tiempo no influyd en la expresion y localizacion de receptores para lipoproteinas de
baja densidad (LDLr); por otra parte a 5 ng mL* por 72 h influyé en la cantidad de
intensidad luminosa emitida por la expresion de receptores para lipoproteinas de alta
densidad (SR-B1). La localizacion de receptores se observo en teca y granulosa de



forma uniforme y punteada en membrana celular, citoplasma, y area perinuclear de
células foliculares. El selenio no fue determinante en la expresion y localizacion de los
receptores a nivel de foliculos los cuales pueden ser expuesto a dosis de 20 ng mL™?

de selenio hasta 96 h sin afectar su integridad, y mantiene actividad esteroidogénica.
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SELENIUM ORGANIC AND EXPRESSION FOLLICULAR OF LDLR AND SR-BI'IN
VITRO.
Rigoberto Vazquez Diaz, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Selenium is essential for animals mineral, it influences in the reproductive activity
leading improvements in the gametes, as well as, increase in the synthesis of
hormones steroid, for which, the cholesterol is molecule it basis. There is sufficient
information on the importance of cholesterol in the hormonal synthesis; however, is
little or null information existent on the effect that the selenomethionine can unchain on
the expression of receptors for cholesterol in follicular cells. So this research came
from the hypothesis that, the exposure of follicles to selenomethionine in doses and
different times determines the expression of LDLr and SR-B1; lower lipoprotein
receprtors (LDL) and high density (HDL), respectively. The stated objective was: to
identify if in vitro exposure of ovarian follicles to doses selenomethionine and different
times affects the expression of LDLr and SR-B1, receptors carrying cholesterol ins
steroidogenic cells. Ovaries in sheep, were obtained to extract follicles between 2 and
3 mm in diameter, which, were cultivated between supplemented with
selenomethionine, at doses of 0, 5, 10, 20 ng mL* and times of 24, 72 and 96 h. after
suspending the cultivation, the follicles were fixed with paraformaldehyde to 36% and
that stepped on paraffin, histological and inmunoshistochemical were carried out courts
to determine the expression of LDLr and SR-B1 receptors. Complettely at random in
arrangement with design was factorial 4 x 3 with subsampling. The PROC MIXED
procedure and Tukey test was used to analyze the data (p <0.05) for the comparison of
means. The results showed no difference due to treatment and time (p> 0.05) for any
of the receptors, only to SR-B1 in the interaction treatment time showed differences (p
<0.05). The exposure of ovarian follicles to organic selenium in different dose and time
didn't influence in the expression and localization of receptors (LDLr); low density
lipoprotein; In addition to 5 ng mL™* for 72 h influenced the amount of luminous intensity
emitted by the expression of receptors for (SR-B1) high density lipoprotein.
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Localization of receptors was observed in techa and granulosa of uniform dotted form
in cell membrane, cytoplasm, and perinuclear area of follicular cells. Selenium was not
decisive in the expression and localization of receptors at level of follicles which can be
exposed to doses of 20 ng mL* of selenium up to 96 h without affecting their integrity,

and it maintains steroidogenic activity.

Keywords: selenium, ovary, lipoproteins, cholesterol, steroidogenesis
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1. INTRODUCCION

La inclusién de minerales en la dieta es esencial para las diversas actividades del
organismo animal (Pieczynska y Grajeta, 2015); de manera general, los minerales;
estan clasificados como esenciales y no esenciales, estructurales, electroliticos y traza,
refiriendo a la clasificacion para uso en animales de interés zootécnico. Dentro de este
altimo grupo se encuentra el selenio, que desempefia acciones importantes en defensa
contra la acumulacién de radicales libres como productos del metabolismo celular
(Sordillo, 2016). Los animales pueden presentar problemas de salud por deficiencia de
selenio, estos tienen impacto econémico significativo al reducir la fertilidad y reducir las
defensas contra afecciones como: retencién de placenta e incidencia de mastitis y
metritis (Spears y Weiss, 2008); lo anterior resulta en alteraciones que producen
problemas de rentabilidad en sistemas de produccion animal generando pérdidas tanto
de animales como monetarias (Kumar et al., 2011). La fertilidad puede incrementarse al
agregar selenio y esta puede ser trastocada a nivel de muerte embrionaria durante el
primer mes de gestacion (Mehdi y Dufrasne, 2016), esto hace necesario mantener un
nivel minimo de este mineral y la administracién del mismo puede hacerse de diferentes
maneras, como, selenometionina, selenocisteina, selenito y selenato de sodio (Yue et
al., 2009). La respuesta a la adicion de selenio depende de factores como: estado
fisioldgico, niveles corporales del mineral, tipo y via de selenio utilizado (Mehdi y
Dufrasne, 2016). La actividad ovéarica en rumiantes es otra funcién reproductiva
influenciada por los minerales, éstos estan involucrados en la sintesis de hormonas
importantes en reproduccién. Basini y Tamanini (2000), reportan que el selenio actia
directamente sobre la proliferacion de células de granulosa y sintesis de estradiol (E2);
en parte este efecto estd mediado por la inhibicion del éxido nitrico. También, a nivel de
ovario Vazquez Hernandez (2014), reportd que el selenio administrado a cabras, de
manera temprana, disminuye inmediatamente la poblaciéon de foliculos pequefios y
aumenta el numero de foliculos grandes; mientras que el efecto tardio es incrementar
tanto la poblacién de foliculos pequefios como la de preovulatorios. En otro trabajo
similar, con cultivo de ovarios de ratdon en medio enriquecido con selenio se observo

mayor numero de foliculos; accion atribuida a la disminucion de sustancias reactivas al



oxigeno (Abedelahi et al., 2010). En el proceso de desarrollo folicular el selenio esta
presente en la sintesis de hormonas esteroideas sintetizadas a partir de colesterol, por
lo que, el aumento en sintesis o aporte de colesterol a nivel de ovario puede resultar en
mayor concentracion de estas hormonas y por consiguiente producir aumento en el
namero de foliculos disponibles para ser fertilizados y asegurar la gestacion. El
presente trabajo se realiz6 para observar el efecto de las dosis y el tiempo de
exposicion folicular a selenometionina en la expresion y localizaciéon de LDLr y SR-B1,
lo cual por consecuencia asegura la presencia de colesterol, molécula necesaria para la

sintesis de hormonas esteroides.

2. HIPOTESIS

o La exposicion del foliculo ovarico a selenio organico determina la expresion y

localizacion de receptores para lipoproteinas de baja (LDL).y alta densidad (HDL).

3. OBJETIVO GENERAL
o Identificar si la dosis o el tiempo de exposicion a selenio organico afecta la
expresion y localizacion de receptores para lipoproteinas de baja (LDL) y alta densidad
(HDL) las cuales intervienen en la captacion de colesterol en el foliculo ovérico.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar la expresion y localizacion de receptores LDLr en foliculos expuestos a
selenio organico en diferentes dosis y tiempo.

o Identificar la expresion y localizacion de receptores SR-B1 en foliculos expuestos

a selenio organico en diferentes dosis y tiempo.



4. REVISION DE LITERATURA

La inclusién de minerales en la dieta es esencial para que el organismo animal
desemperie sus funciones de manera correcta (Pieczynska y Grajeta, 2015). Los micro
minerales como; selenio, cobre, azufre, hierro, zinc, etc. estan involucrados en diversos
procesos biologicos al ser componentes de métalo-enzimas y co-factores de enzimas,
también, trabajan como activadores de enzimas involucradas en mecanismos de
desintoxicacion celular por radicales libres y en la estabilizacion de moléculas
secundarias. Algunos son componentes de hormonas involucradas directamente en la
regulacion de actividades endocrinas (Kumar et al., 2011). Dentro de este grupo se
encuentra el selenio, ampliamente distribuido en el ambiente, sus disponibilidad esta
limitada por factores geoldgicos y climéaticos; mientras que en el organismo animal esta
depende de practicas de manejo en las unidades de produccion (Basini y Tamanini,
2000).

El selenio es considerado como oligoelemento esencial para mamiferos
(Schweizer y Schomburg, 2005) e importante en el desempefio adecuado del
organismo (Mehdi et al., 2013); el cual, se absorbe a nivel intestinal para ser llevado a
higado y vertido a circulacién sanguinea, por donde se redistribuye a diferentes érganos
del cuerpo para ser utilizado o almacenado en tejidos que contienen proteinas
(Fernandez Abella et al., 2013), del aporte total de selenio se absorbe 70% a 95% en
todas sus formas, esto varia segun la fuente de consumo, forma quimica,
concentraciones sanguineas y tisular prexistentes (Finley, 2006), especie animal,
presencia de otros minerales, variacion genética entre individuos, mecanismos de
transporte, distribucion, excrecién de selenio (Ceballos y Witter, 1996), rutas
bioquimicas utilizadas (Behne y Kyriakopoulos, 2001) y actividad fisiologica del

organismo.



4.1. SELENIO EN ALIMENTACION ANIMAL

La tolerancia de los rumiantes (ganado lechero, bovinos, terneros y corderos) a
dosis altas de levadura enriguecida con selenio es al menos 20 veces mayor a la
permitida en Estados Unidos (0.30 mg kg* de MS; Juniper et al., 2008). En produccion
animal, la deficiencia produce directa e indirectamente efectos negativos en crecimiento
y desemperfio del ganado (Mehdi y Dufrasne, 2016). Para el caso de nutricibn animal,
los elementos, se clasifican en tres grupos principales; estructurales, electroliticos y
traza. En el dltimo grupo se encuentra el selenio, que tienen influencia en la mayoria de
los procesos metabolicos, es importante como defensa contra la acumulacion de

radicales libres que son producto del metabolismo celular (Sordillo, 2016).

Los requerimientos diarios de selenio por el organismo animal se alcanzan con
0.3 ppm en la racién (Ceballos y Wittwer, 1996) y se puede administrar en diferentes
formas: dietas, piensos o incluido en premezclas minerales. La disponibilidad de selenio
va a depender de la fuente (Finley, 2006), pude ser incorporado de manera inorganica u
“organica”, esta uUltima como selenometionina, forma en la que se encuentra de manera
natural en ciertas: plantas, bacterias (ruminales) y algas marinas (Schrauzer, 2000),
esta resulta mejor aprovechada por el organismo, ademas de evitar toxicidad al impedir
o retrasar las acciones oxidativas (Martinez-Gomez et al., 2012), también, se puede

incorporar como selenocisteina o cualquier otra selenoproteina.

En los animales la adicion de selenio debe realizarse en cantidades especificas
para asegurar el funcionamiento apropiado del sistema inmune (Mehdi y Dufrasne,
2016) y reproductivo (Maiorino et al., 1999; Rabiee et al., 2010; Kumar et al., 2011;
Pieczynska y Grajeta, 2015; Yatoo et al., 2013), asi como prevenir procesos
inflamatorios, enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias, enfermedades
cardiovasculares y neuralgicas (Schweizer y Schomburg, 2005), e infertilidad en vacas
(Harrison et al., 1984).

El exceso de selenio puede causar toxicidad (Mehdi y Dufrasne, 2016); sobre
todo, cuando es adicionado en forma inorganica: principal forma en que se utiliza en las
dietas (selenito de sodio y selenato; Yue et al., 2009). Algunos estudios indican que el

selenio en forma organica (selenometionina o levadura enriquecida con selenio) resulta



un aditivo ideal, porque los animales lo absorben y retienen mejor que al selenio
inorganico (Ammerman y Miller, 1975). Finley (2006), menciona que la absorcion de

selenio organico alcanza 90-95 %; mientras que, la forma inorganica solo el 10 %.

4.2. SELENIO EN LA REPRODUCCION

El sistema reproductor tanto de hembras como de machos se expone a
diferentes condiciones que afectan su funcionamiento: estrés calérico, problemas
metabdlicos y de defensa, en los cuales se generan radicales libres que afectan la
capacidad reproductiva; a nivel de génadas y Utero, esto afecta la fertilidad, gestacion y
parto. El selenio, al formar parte de la enzima glutation perdxidasa, evita el efecto
negativo de los radicales libres. La adicion de 0.3 y 0.5 mg kg de materia seca (MS) de
selenio o selenometionina eleva la actividad de glutation peréxidasa y otras enzimas
antioxidantes y la concentracion de selenio en sangre (Harrison et al., 1984;
Paszkowski et al., 1995).

El aporte inadecuado de selenio causa diversos problemas de salud. En
humanos con deficiencia de este mineral se puede presentar interrupcion de la
gestacion, abortos, afecciones en el sistema nervioso e inmunologico del feto
(Pieczynska y Grajeta, 2015). Cuando se encuentra en cantidades 6ptimas aumenta la
calidad del blastocito y la implantacion (Mamon y Ramos, 2017) y se mejora la
condicion general del feto, dado que, parte del selenio es trasmitido al feto a través de
placenta (Kumar et al., 2011), este evento puede presentarse en hembras de cualquier
especie animal dado que la reproduccién es un proceso con grandes similitudes en
mamiferos.

La actividad ovarica en rumiantes esta regulada por mdultiples factores, entre los
gue se encuentra el efecto ejercido por los minerales. Para dar mas claridad sobre la
accion del selenio en aspectos reproductivos Vazquez et al. (2014), evaluaron cortes
histologicos de ovarios de cabras tratadas con selenio; los diferentes estadios de
desarrollo folicular provenientes de estos ovarios mostraron abundante irrigacion, lo que
puede relacionarse con mayor aporte de nutrientes e incluso colesterol, que es la
molécula de la cual se originan las hormonas esteroides sintetizadas y excretadas por

el foliculo. No obstante, la ruta molecular activada por el selenio para aumentar el riego



sanguineo folicular no esta clara y podria estar mediada por inhibicion del 6xido nitrico
(Basini y Tamanini, 2000) o bien por aumento en presencia del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF); sin embargo, esto es solo una hipétesis.

El desarrollo del oocito es una de las actividades registradas a nivel de ovario y
esta determinada por interacciones endocrinas de factores paracrinos y autocrinos que
llevan a la maduracion del foliculo y células localizadas en sus compartimentos, entre
estas se encuentran: células de la granulosa y teca que al ser activadas permitiran la
ovulacion y luteinizacion y por tanto la liberacién de un oocito maduro y en condicion
adecuada para ser fertilizado y progresar en su desarrollo durante la gestacion. Al
respecto existen estudios realizados con suplementacion de selenio que han logrado
incrementar la fertilidad e integridad de los oocitos y a la vez evitar la muerte celular

prematura y mortalidad embrionaria (Agarwal et al., 2005).

Las mejores etapas fisioldgicas reproductivas para la suplementacién con selenio
son: pregestacion y gestacion (Mamon y Ramos, 2017), donde este mineral, protege al

oocito de especies reactivas de oxigeno.

Los niveles de oxigeno y glutation peroxidasa (GSHPXx) son importantes para la
evaluacion del medio folicular. En humanos las pacientes con infertilidad inexplicada
tienen niveles bajos de selenio a nivel folicular (Papaleo et al., 2011), dado que este es
componente de varias enzimas cruciales para la reproduccién humana (Wdowiak et al.,
2017). En cuanto a hembras gestantes la inclusion de selenio en la dieta se involucra
en la regulacién de la foliculogénesis temprana y crecimiento del tejido ovarico (Grazul-
Bilska et al., 2009). Los estudios mencionados han permitido observar que el selenio
como mineral esencial es determinante en el fenémeno reproductivo, caso especifico es

la actividad ovérica.

4.3. SELENOPROTEINAS

El selenio se encuentra unido a algunas proteinas formando selenoproteinas. A
través de estas actua como: mecanismo defensivo ante el estrés oxidativo, regulacion
de la actividad de la hormona tiroidea y el estado redox de la vitamina C y otras

moléculas (Boosalis, 2008) como la peroxidasa.



Existen dos formas de selenoproteinas tisulares. La primera es la
selenometionina; sustituida en varias proteinas en lugar del aminoacido metionina,
representa la mitad del contenido de selenio en las dietas. La segunda es la
selenocisteina, se encarga de regular la actividad biolégica de la selenometionina,
ambas son absorbidas en el intestino (Guimaraes et al.,1996) especificamente lo que
respecta a selenometionina fue aprobado su uso en dietas para alimentacion animal en
1970 (Schrauzer, 2001) y son consideradas como antioxidantes dietéticos (Boosalis,
2008). Investigaciones con ratones han permitido comprender el funcionamiento
fisiolégico de las selenoproteinas, sin embargo, muchas funciones de estas ain no son
claras (Schweizer y Schomburg, 2005). Se han caracterizado e identificado alrededor
de 30 selenoproteinas, de las mas importantes seis son GPX, tres yodotironina
deiodinasas (Ds) y tres tioredoxina reductasas (Basini y Tamanini, 2000). De igual
forma se han comprobado las mdltiples funciones que desempefian en la sefalizacién
celular y modificacion de la respuesta inmune, crecimiento y supervivencia celular y
sistema endocrino (Beckett, 2005).

Las selenoproteinas proporcionan defensa contra el envejecimiento y dafio al
ADN en el ovocito, niveles altos de selenio y GPX1 se observan en células de la
granulosa de foliculos preovulatorios (Ceko et al., 2014), ademas de expresar niveles
altos de citocromo P450scc (Irving-Rodgers et al., 2009). Entre las proteinas del
citocromo se encuentra el citocromo P450 (CYP-450), descrito como parte de la familia
de hemoproteinas del grupo C encontradas desde bacterias hasta mamiferos, esta
localizado principalmente en membranas del reticulo endoplasmaético liso de las células
del higado, son enzimas responsables de la degradacion de sustancias producidas por
el propio organismo (esteroides, sales biliares, vitaminas liposolubles A y D, alcaloides
endogenos, etc.) de las cuales, se han identificado mas de 2,000 isoformas (Jaimes-
Santoyo et al., 2014). Las selenoproteinas tienen como funcion principal evitar actividad
de 6xido-reduccion para brindar proteccion a las células y obtener energia a partir de la

degradacion de moléculas organicas.



4.4. OVARIOS

Son érganos glandulares, apareados, de forma ovoide, que producen hormonas
sexuales y gametos femeninos dentro de los foliculos. Estan constituidos por epitelio
germinal, corteza y médula, la corteza formada por tejido conectivo, vasos sanguineos
con ramificaciones que se extienden a la zona cortical (Van den Hurk y Santos, 2009).
El ovario de mamiferos es responsable de generar oocitos (Kor et al., 2013) requeridos
para ser fertilizados y desarrollar un embrion, el microambiente del oocito esta dado por
varias capas de células de la granulosa que lo rodean (Tiwari et al., 2015) y por
concentraciones de cobre, zinc, cobalto, molibdeno y selenio, cuya concentracion es
mayor en foliculos grandes, en comparacién con el liquido de foliculos pequefios.
Miquilena y Moros (2012), encontraron en mujeres embarazadas mayor concentracion
de selenio presente en fluido folicular (1.09 ug dL?) comparado con las que no
quedaron embarazadas (0.94 ug dL!). Se ha determinado que la sangre es la principal
fuente de minerales traza en fluido folicular (Kor et al., 2013); por lo cual, es importante
proporcionar este tipo de minerales a los animales, para que se refleje en la circulacion

sanguinea y en el liquido folicular.

4.5. DESARROLLO FOLICULAR Y OVULACION

Los foliculos son estructuras embebidas en el estroma ovarico, el cual esta
compuesto por tejido conectivo vascularizado (Van den Hurk y Santos, 2009), y dos
tipos principales de células: teca y granulosa. Las primeras, rodean la superficie externa
del mismo y estan en contacto con la capa de células de la granulosa; las segundas;
cubren la parte interna del foliculo y rodean al oocito, constituyendo el cumulus
oophorus, muro folicular y la corona radiada, Figura 1; ambos grupos de células, en
conjunto, se encargan de producir estrégenos (Gonzalez del Pino, 2013). Las células de
la teca se dividen en dos capas: interna y externa, la interna, es estimulada por LH y
hCG para producir androgenos que pasan a las células de la granulosa, donde seran
aromatizados para transformarse en estrogenos, hormonas abundantes en los foliculos

ovulatorios, y especificamente en estradiol.



Basal lamina
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Figura 1. Representacion esquematica de un foliculo antral (Hennet y Combelles,
2012).

El desarrollo folicular es un evento fisiolégico continuo (Abayasekara y Whathes,
1999). El desarrollo inicial es independiente de las gonadotropinas implicando factores
intraovaricos; posteriormente, el foliculo adquiere receptores a
gonadotropinas iniciando una etapa dependiente de estas hormonas (Baird y Campbell,
1998). Estudios in vivo e in vitro indican que la hormona foliculo estimulante (FSH)
activa el crecimiento del foliculo preantral y con auxilio de la hormona LH lo lleva hasta
la ovulacion (Campbell et al., 1995) y el aumento de esta Ultima precede al
reclutamiento de un grupo de foliculos; los cuales, expresan ARNm que codifica para
varias enzimas esteroidogénicas, receptores a gonadotropinas, factores reguladores
locales como: factor de crecimiento similar a insulina (IGF) y transformante (TGFp),
inhibinas activinas y proteinas morfogenéticas que se activan junto con gonadotropinas
durante el desarrollo folicular (Webb et al 2003). Lo anterior resulta indispensable para
gue crezcan hasta liberar uno o varios évulos en el proceso llamado ovulacién; en caso
contrario, sufren atresia (Adams et al., 1994), la cual se ve reducida en foliculos
grandes en respuesta a gonadotropinas (Ben Said et al.,, 2007). Regularmente, en
ovejas y vacas existe una sola ovulacion liberando varios 6vulos dependiendo de la

fase en que se encuentre ya sea de reclutamiento o seleccién. La tasa de ovulacion



puede ser manipulada, administrando hormonas exdégenas (gonadotropinas), Yy
modificaciones en la dieta en periodos criticos de crecimiento del foliculo (Hunter et al.,
2004). En los estudios de mecanismos responsables del desarrollo folicular y
diferenciacion, las ovejas han demostrado ser excelente modelo experimental porque
su tasa de ovulacion se ve afectada por diferencias genéticas y factores ambientales
como: fotoperiodo, dieta y estrés. El ganado bovino, también, ha sido atil porque los
procesos que conducen a la ovulacion en la vaca estan estrechamente controlados por
diferentes factores; en éstas, la ovulacion multiple es rara comparada con la de ovejas y
otras especies como la rata, ya que constantemente tienen tasa de ovulacion elevada
(Baird y Campbell, 1998; Scaramuzzi et al., 2011). En el desarrollo folicular correcto, en
la etapa de ovulacion y diferenciacion, las células de la granulosa se luteinizan, para
formar cuerpos luteos que van a producir progesterona y al igual que en el caso de los

estrégenos, son sintetizados directamente del colesterol (Krieger et al., 2001).

Hembras especificamente rumiantes, presentan un numero de foliculos
establecido desde la edad fetal, ademas su tasa de ovulacién es un factor determinante

del tamafo de la camada.

4.6. COLESTEROL

El colesterol es una molécula con actividad dual, significa que puede tener
efectos benéficos y toxicos por ser soluble en agua (Brown y Goldstein, 1986), forma
parte de la estructura de la membrana celular (Krieger et al., 2001). Esta molécula es
sintetizada a partir de la acetil-CoA y en su sintesis participan al menos 30 enzimas, se
encuentra en: lipoproteinas, colesterol libre 0 como esteres de colesterol (Fig. 2). En la
esteroidogénesis, los esteres son esterificados a través de 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3 HSD (Christenson y Devoto, 2003). El colesterol entra de manera
directa, por via sanguinea, como lipoproteinas de alta o baja densidad, se obtiene de
los alimentos consumidos y otra parte se sintetiza en el mismo organismo (sintesis de
novo), especificamente en el higado y de ahi pasa a la sangre, al parecer; a este nivel

el selenio influye en el aumento de colesterol (Rayman et al., 2011).

La absorcion de colesterol se realiza en el intestino delgado especificamente en

la parte proximal del yeyuno, es mediada por una proteina transportadora especifica

10



(Atmann et al., 2004), posteriormente se aprovecha para el crecimiento y la réplica de
células en mamiferos. Otra caracteristica importante es su utilizacion como substrato
para la produccion de acidos biliares y hormonas esteroideas (Goldstein y Brown, 1985;
Martinez et al., 2001, Krieger et al., 2001), esta Ultima accibn es considerada

fundamental en reproduccion animal.

La cantidad total intercambiable de este compuesto varia entre tejidos por lo que
resulta dificil medir la cantidad exacta contenida en todo el cuerpo, dado que puede

acumularse en los tejidos sin presentar cambios en la concentracién (Myant, 1973).

A nivel de mitocondria, la proteina steroidogenic acute regulatory (STAR) se
encarga de regular el movimiento de colesterol de la membrana externa hacia la interna
(Christenson y Devoto, 2003), en donde se encontrara con la maquinaria enzimatica

especifica para la sintesis de esteroides.

LDL

Colesterol ? :
Nes

Colesterol y _
fosfolipidos - _ Esteres de
colesterol
Esteres de colesterol S\I :
0
CH;-{CH:}—-C-th
Apoproteina
B-100

Figura 2. Estructura de la lipoproteina de plasma LDL y sus componentes de
colesterol y esteres de colesterol (Brown y Goldestein, 1986).

11



4.7. TRANSPORTE DE COLESTEROL

La principal forma utilizada por la célula para obtener colesterol es por
endocitosis de particulas LDL o captacion selectiva de ésteres de colesterol de HDL
(Figura. 2; Brown y Goldestein, 1986). El colesterol se encuentra en todas las
lipoproteinas del plasma y se transporta como lipoproteinas LDL o HDL. Dos terceras
partes del colesterol se esterifican con acidos grasos de cadena larga como el acido
linoleico y, estos ésteres de colesterol en plasma estdn en constante renovacion y
resintesis continua; por otra parte, la mayor parte del colesterol esterificado en plasma
se encuentra en forma de lipoproteinas HDL, que después se transfiere a LDL y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL; Figura. 3; Myant, 1973), y se deposita como
esterol no esterificado en el compartimento endosomal de la célula (Xie et al., 2006). En
células esteroidogénicas el colesterol es transportado por un complejo proteico
(receptores) a través de puntos especificos, a nivel de membrana; estas estructuras
permiten que el transporte de colesterol se realice desde el citoplasma hasta el
citocromo P450scc, encargado de la ruptura de la cadena lateral del colesterol, de igual
manera son requeridos diferentes tipos de uniones multiproteicas, las cuales requieren
guanosin trifosfato (GTP) usado en el metabolismo celular que se asocia a la enzima
GTPasa, ademas de la intervencion de otras enzimas que van a actuar en el transporte
de colesterol localizado en LDL. Sin embargo la funcion enzimética va a depender de
cual sea el destino que tendra la lipoproteina, ya sea membrana interna, o externa,
espacio intermembranal o interior mitocondrial (Schroder y Power, 1997). En células
ovaricas como las del cummulus y ovocito, la actividad enzimatica para el transporte de
colesterol puede ser diferencial al resto de células con actividad esteroidogénica

(Miranda et al., 2010) dado que se requiere del transporte tanto de LDL como de HDL.
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Figura 3. Transformacion de HDL a LDL, colesterol libre (FC), esteres de
colesterol (EC), lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lecitina colesterol
acil transferasa (LCAT), triacil gliceroles (TG) (Myant, 1973).

4.8. CELULAS ESTEROIDOGENICAS

A nivel de ovario y a lo largo del ciclo menstrual o estral, las células de la
granulosa, teca y cuerpo luteo, se encargan de producir esteroides mediante un
complejo enzimético clave (P450scc, 38 HSD, citocromo P450 17-a -hidroxilasa y
citocromo P450 aromatasa (Figura. 4; Botella, 1995). Antes de la ovulacién las células
de la granulosa muestran acumulacién de ésteres de colesterol y los niveles de co-
reguladores del receptor de esteroides juegan un papel importante en la modulacién de
la sensibilidad y capacidad de respuesta del tejido (Ho, 2003) para la sintesis de

esteroides.

La esteroidogénesis originada a partir del colesterol puede darse a partir de la
absorcion de esta molécula que es transportada en LDL o HDL, o por el colesterol

obtenido de la sintesis de novo (Xie et al., 2006). También puede obtenerse de los
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depdsitos de ésteres presentes en vacuolas lipidicas intracelulares (Christenson y
Devoto, 2003), como fuente de reserva.

Los tejidos esteroidogénicos se dividen en dos grandes grupos: los que sintetizan
pregnolona como respuesta a un estimulo hormonal externo bien determinado, como en
el ovario, las glandulas suprarrenales y el testiculo; y un segundo grupo que incluye la
placenta y el cerebro, que sintetizan hormonas esteroides y que responden a estimulos
autocrinos y paracrinos aun no identificados (Martinez et al., 2001).

Los primeros estudios sobre el mecanismo de regulacion de la sintesis de
hormonas esteroides fueron realizados en glandula suprarrenal (Stocco y Clark, 1996),
considerada como tejido esteroidogénico principal. En otros 6rganos con actividad

esteroidogénica, la ruta utilizada con este fin es similar.

En el ovario, al momento de la ovulacion, las células de la teca incrementan la
produccién de (StAR), que tiene como funcion principal regular el transporte de
colesterol en la mitocondria, estimulando la produccion de andrégenos (Kallen et al.,
1998).

El primer paso es la conversion de colesterol a pregnolona; en los pasos
siguientes, existen variaciones que dependen de ciertas enzimas especificas en cada
tejido. De inicio, se facilita el suministro de colesterol a la membrana mitocondrial
interna donde sirve como sustrato para la ruptura de la cadena lateral del citocromo
P450 (P450scc). A lo largo del proceso actua el citocromo P450 en sus diferentes tipos
hasta lograr la conversién de colesterol a pregnenolona. Los pasos siguientes son
dependientes de hormonas troficas (Stocco y Clark, 1996): ACTH en corteza adrenal,
FSH y LH en gbnadas, hasta lograr la obtencién de esteroides especificos para cada

tejido.

A nivel de cuerpo luteo las células tienen la capacidad de producir colesterol de
novo, sin embargo, esta fuente no es importante en el funcionamiento normal de células
lateas, por los bajos niveles de HMG-CoA reductasa; enzima limitante de la velocidad

en la ruta biosintética del colesterol, ademas de la falta de otras enzimas implicadas en
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la biosintesis de colesterol (Gwynne y Strauss lll, 1982). Sin embargo, a este nivel los
principales mecanismos para la obtencion de colesterol pueden ser, ya sea, por
endocitosis de las lipoproteinas de baja densidad LDL; ricas en colesterol, 6 por
captacion selectiva de ésteres de colesterol, a través de lipoproteinas de alta densidad
HDL (Christenson y Devoto, 2003). Siendo esta ruta la mas comun (81-98%) para la

adquisicion de colesterol (Xie et al., 2006).
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Figura 4. Proceso de esteroidogénesis en foliculo, célula de
tecay de la granulosa. (Botella, 1995).

4.9. LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas en plasma son la principal fuente de colesterol obtenido por la
teca y células de la granulosa para la esteroidogénesis (Argov y Sklan, 2004), estan
compuestas de proteinas y depésitos de fosfolipidos que rodean el nucleo de lipidos
neutros. Existen cinco lipoproteinas principales: de baja densidad (LDL), alta densidad
(HDL), muy baja densidad (VLDL), transportador de triglicéridos sintetizados por el
higado, y quilomicrones, ademas el transportador de lipidos de la dieta y son

sintetizados en el intestino delgado (Krieger et al., 2001).

Entre los afios 1950 y 1960 fueron identificadas dos principales lipoproteinas

sanguineas portadoras de colesterol: LDL y HDL (Goldstein y Brown, 2009).

15



4.10. RECEPTORES PARA LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDLr)

En el caso de lipoproteinas LDL, estas son reconocidas como la mayor fuente de
colesterol para la biosintesis de esteroides (Figura 5), su estructura consta de un nucleo
micelar de lipidos no polares, incluidos triglicéridos y ésteres de colesterol rodeados por
colesterol libre y fosfolipidos (Myant, 1973). Contienen aproximadamente 1700
moléculas (Xie et al., 2006), las cuales son rapidamente internalizadas e hidrolizadas a
aminoacidos, esto ocurre a nivel de lisosomas; lo anterior, a diferencia de los ésteres de
colesterol, que se hidrolizan mediante una lipasa acida liberando colesterol, el cual
queda a disposicion de los fibroblastos que actian mediante un mecanismo especial
para trasportar la lipoproteina desde la superficie de la membrana al lisosoma, el cual
es el unico organelo donde es degradada rapida y completamente (Brown y Goldstein,
1986). El colesterol extracelular puede ser incorporado a la célula principalmente a
través de particulas de LDL, mediado por receptores de estas lipoproteinas (LDLr;
Martinez et al., 2001), estos receptores se encuentran en la superficie de la membrana
y son sintetizados cuando son requeridos. El descubrimiento de receptores LDLr en
1972, fue importante para explicar la homeostasis del colesterol plasmatico y explicar
las anormalidades en la regulacion del metabolismo del colesterol en pacientes con
hipercolesterolemia familiar. Este se dio a través de su purificaciobn en la corteza
suprarrenal bovina (Wolfgang et al., 1982); lo anterior, a partir de un precursor de 860
aminoacidos. Los primeros 21 aminoacidos son removidos de la superficie celular,
dejando una proteina madura de 839 aminoacidos que es sintetizada en el reticulo
endoplasmatico rugoso (ER). En la década de 1980 esta proteina fue caracterizada por
completo, sus dominios son mdultiples al igual que otros receptores que dirigen el
movimiento del colesterol, estos dominios estan codificados en exones, que a su vez,
pueden ser compartidos entre muchas proteinas. El receptor LDLr se considera una
glicoproteina de 160 (kDa) que se expresa en la mayoria de las células, debido a su
contenido en apoproteina B 100 (apoB100), involucrada también en la movilizacion del
colesterol en sangre, reconocida como el principal ligando para particulas LDL, asi
como la apoproteina E (apoE) igual de importante en la captacion de estas
lipoproteinas, particulas de quilomicrones, VLDL. LDLr, genéticamente presenta

mutaciones que evitan el libre movimiento del colesterol entre organelos celulares
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(Brown y Goldstein, 1986), LDLr se considera una proteina de mosaico, formada a partir
de exones compartidos entre diferentes proteinas, por lo que pertenece a varias
familias con origen genético similar. Para el caso del RNAm de LDLr, éste contiene mas
de 45 kilobases de longitud y 18 exones (Sudhof et al., 1985).

Existen otros receptores altamente expresados en ciertas células
esteroidogénicas; los cuales median la trasferencia selectiva de ésteres de colesterol
por HDL mediante procesos diferentes a la ruta normal de endocitosis (Acton et al.,
1996).
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Figura 5. Mecanismo de accion de las particulas de LDL (Yen et al., 2001).

4.11. RECEPTORES SR-B1 PARA LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD

El Scarvenger receptor clase B tipo 1 (SR-B1) es un receptor para HDL (Wang et
al., 1996; Webb et al., 1997), el cual administra selectivamente particulas HDL a las
células, ademas actua como multiligando uniendo particulas VLDL y LDL (Shen et al.,
2018). Es fisiolégicamente importante, ya que al igual que los LDLr, regula la absorcion
de ésteres de colesterol en higado y tejidos esteroidogénicos, no solo es receptor para
particulas HDL; ademas, actia en el reconocimiento de patdgenos, absorcion de lipidos

solubles como vitamina E y carotenoides (Acton et al., 1996; Valacchi et al., 2011). SR-
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B1 se clasifica como proteina integral de membrana (Fukasawa et al., 1996; Li et al.,
2016), formado por un polipéptido de 509 aminoacidos, presenta dos dominios de
membrana hidrofobica: un dominio N-glicosilado de 10 aminoacidos que permite a la
proteina asociarse con la membrana y una cola terminal citoplasmatica C-terminal con
490 aminoécidos (Kimura et al., 2006), localizado en la zona peri-nuclear de las células
(Ahras et al., 2008), en pequefas cavidades celulares asociadas a sensores de
colesterol en varios tipos de células (Wang et al., 2003). Se expresa en varios tejidos y
células (Li et al., 2016), glandulas adrenales y testiculos (Webb et al., 1997), foliculo
(Miranda et al., 2007), influyendo de manera directa e indirecta en el desarrollo del
oocito (Krieger, 2001). La expresibn de este receptor esta regulada por
lipopolisacéaridos, estrés oxidativo (Valacchi et al., 2011) y retroalimentacion en
respuesta a las reservas de colesterol celular (Wang et al., 1996), puede unirse a
ligandos como lipoproteinas de baja densidad acetiladas (AcLDL) principalmente,
aunque también lo hace a: fosfolipidos anionicos, células apoptoticas, LDL y VLDL
(Krieger et al., 2001). El receptor reconoce dos apoproteinas (apo-Al y apo-All) de
particulas HDL relacionadas directamente con el receptor SR-B1 el cual presenta mayor
afinidad por particulas enriquecidas con apoproteinas (apo-All), con captacién reducida
de lipidos (Pilon et al., 2000), cuyo mecanismo de aportacion de lipidos es diferente con
respecto a LDLr (Goldstein et al., 1985). Tiene como funcion, facilitar la absorcién de
esteres de colesterol de las particulas HDL a nivel de higado (Krieger, 2001) y el

metabolismo de estas mismas moléculas (Trigatti, 2003).

La estructura de la familia SR-B1 es diferente de las proteinas de la familia LDLr,
como se menciond, presenta dos dominios transmembrana con los extremos N y C de
la proteina intracelulares, a diferencia de los miembros de la familia LDLr que presentan
un dominio (Shen et al., 2018). Este receptor muestra variantes dentro del ARNm como
SR-B1.2; detectadas en tejidos de raton conocidos por expresar SR-B1: en glandulas
suprarrenales SR-B1.2 representa aproximadamente un tercio del ARNm de SR-Bl y
en testiculos representa el 79% del ARNm total (Webb et al., 1997).

Existen tres postulados que respaldan la propuesta de que SR-B1 es un receptor

importante de HDL: 1) distribucién tisular de la expresion de este receptor, 2) expresion
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de SR-B1 regulada hormonalmente in vivo e in vitro y 3) mediante alteraciones
inmunoquimicas y genéticas (Krieger et al., 2001). SR-B1 se encuentra principalmente
en tejidos esteroidogénicos de diferentes especies, facilita el transporte y absorcion de
colesterol proveniente de HDL; ademas, actia como componente de organelos
celulares (citoplasma y membrana plasmatica) y como proteina de unién, con accion

importante a nivel reproductivo tanto en hembras como en machos.

Dada la importancia del colesterol para sintesis de hormonas esteroideas en el
foliculo, y del selenio por su actividad antioxidante, al exponer los foliculos a este,
puede ser determinante en la expresion de receptores y localizacién de receptores LDLr
y SR-B1 por lo que el objetivo fue identificar si la dosis o tiempo de exposicion de

foliculos ovéricos a selenometionina afecta la expresion de LDLr y SR-B1 in vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 con ovarios de ovejas sexualmente maduras, se colectaron
en el rastro municipal de Capulhuac, Estado de México, fueron donados por el Sr. Mario
Villamares. El cultivo folicular se realiz6 en el laboratorio de Biologia de la Reproduccién
Animal perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia en la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex), el montaje histolégico se
efectu6 en el Laboratorio de Histopatologia del CIESA, UAEMex, la etapa de
inmunohistoquimica se llevé a cabo en el médulo de Nanotecnologia y Reproduccién

del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

5.1. MANEJO DE OVARIOS

La colecta de ovarios se realiz6 directamente de la canal de ovejas adultas, se
depositaron en 100 mL de solucién salina estéril con 0.01 % de antibiético de amplio
espectro (Enrofloxacina; Bayer), se mantuvieron en hielo durante su traslado hasta el
laboratorio donde se lavaron y se retir6 el tejido circundante al ovario; posteriormente se
colocaron en 750 mL de solucidn salina estéril con 250 mL de medio de cultivo (medio
esencial: MEM, SIGMA-Aldrich). Se diseccionaron foliculos con tamafio de 2 a 3 mm de
diametro, para la medicién de estos se utilizé un vernier electronico. Se obtuvieron 96
foliculos antrales que se colocaron y mantuvieron en solucion salina y MEM, previo a su

cultivo y tratamiento con selenometionina.
5.2. TRATAMIENTO

Los foliculos fueron colocados al azar en tubos ependorff con volumen de 2 mL,
cuatro tubos por tiempo (0, 5, 10, 20 ng mLt; Figura 6) cuatro foliculos por tubo, cada
tubo incluyé 1 mL de MEM, 100 Ul mL! de gonadotropina coriénica equina (eCG) y
0.01% de antibidtico de amplio espectro (Enrofloxacina; Bayer); por ultimo se aplico
selenometionina (United States Pharmacopedia, S-2-Amino-4-methylseleno butyric
acid, Seleno-L-methionine) la cual, fue hidratada con agua desionizada a las diferentes
dosis. Los foliculos se incubaron por tres tiempos, como se muestra en la Figura (6), en

condiciones de ambiente humedo, 38°C de temperatura e inyeccion de 5% de CO2. Al
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cumplirse cada tiempo de cultivo; se lavaron los foliculos con agua estéril y se
colocaron en formol para continuar con el proceso de preparacion histologica e

inmunohistoquimica.
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ng”' mL de selenometionina ng”' mL de selenometionina
0 § 10 20 0 5§ 10 20

g » ’ ’ ’ z ’ ’ ¥y ’
c =4 o =4

= £

o o

.g .g ’ » B ’ ’
= s

o 72 3 72

S <

o) o)

Q ’ ’ - Q | > r F
E £

2 K

- L - -

Figura 6. Distribucién de tratamientos de selenometionina a foliculos ovéricos de
ovejas in vitro.

5.3. INMUNOHISTOQUIMICA

Los foliculos retirados del medio de cultivo se fijaron en formol al 36 % durante 1
h, se enjuagaron con solucién salina y conservaron en etanol al 75 %, para
posteriormente realizar inclusion en bloques de parafina (Paraplast), usando el método
convencional para muestras histolégicas (CIESA, UAEMex). Se realizaron cortes
histologicos de 3 um; los cuales se colocaron en portaobjetos electrocargados para
realizar la inmunohistoquimica; como controles, positivos-positivo se tomaron células de

higado y, como negativo células foliculares sin presencia de anticuerpo.
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Para la inmunohistoquimica se realiz6 como primer paso la remocion de parafina y
posterior rehidratacion del tejido. Cada una de las preparaciones histologicas fue
colocada en xileno (100 %); se realizaron pases por etanol a porcentajes de, 96%, 90%,
80%, 70%, 50%, posteriormente, se enjuagaron en agua desionizada y solucion buffer
(PBS; 1X) por 5 minutos. Cada foliculo fue delimitado con marcador de cera; se realiz
blogueo proteico, para esto se agrego leche descremada a temperatura ambiente y en
camara humeda, se retir0 el bloqueador con agua desionizada, PBS 1x, agua y tween
80 a 0.03%. Se aplicaron a cada foliculo, anticuerpos LDLr y SR-B1, a concentracion de
1:750 por 30 minutos; posteriormente, se retird el anticuerpo con lavados de PBS y
tween 80. Se aplicaron peroxidasas (VECTOR novaRED, substrate kit, for peroxidase) y
se tilo con hematoxilina eosina (grills I; SIGMA-Aldrich). Para finalizar, se lavaron en
etanol, reinvirtiendo el orden de las concentraciones utilizadas al inicio. Se colocé medio
de montaje (Richard-Allan Scientific; subsidiaria de Thermo Fisher Scientific) y cubre
objetos a cada una de las preparaciones para su observacion y evaluacion en
microscopio optico (ZEISS Axio imager D2), con camara (axiocam 505, color). En las
observaciones microscopicas de cada foliculo y para cada anticuerpo, se realizaron
submuestreos de &rea microscopica; estos resultados se obtuvieron como intensidad

luminosa (candelas; cd) por unidad de area (um).

5.4. VARIABLES EVALUADAS
o Expresibn de receptor LDLr, en foliculos antrales estimulada por
selenometionina.
o Expresibn de receptor SB-R1, en foliculos antrales estimulada por

selenometionina.

5.5. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio empleado fue un completamente al azar con arreglo factorial 4 x 3 y
submuestreo. Como primer factor, la dosis de selenometionina con cuatro niveles (0, 5,

10 y 20 ng mL?); segundo factor el tiempo de cultivo con tres niveles (24, 72 y 96 h),

22



resultando 12 tratamientos en total, con cuatro repeticiones cada uno. Considerando al

foliculo como unidad experimental.

Para el analisis de datos se utilizé el procedimiento PROC MIXED, con prueba de

Tukey (p < 0.05) para comparacién de medias con el paquete estadistico de SAS 9.4.

5.6. MODELO ESTADISTICO

Yik = + Ai + Bj + (AB)ij + Eijk

Donde:

Yik = Variable respuesta en el nivel i de A, nivel j de B y repeticion k.
i=1,2,...A

j=1,2,...B

K = Media general

Ai = Efecto del factor A al nivel i

Bj= Efecto del factor B al nivel |

(AB)ij = Efecto de la interaccion AB al nivel i, |

Eik = Error aleatorio
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. EXPRESION DE RECEPTORES PARA LIPOPROTEINAS DE BAJA
DENSIDAD (LDLr)

El colesterol es necesario para la esteroidogénesis, por lo que se requieren de
receptores especificos para la internalizacion celular de este. En esta investigacion se
evalu6 la accion del selenio sobre el transporte de colesterol en células
esteroidogénicas. Se determind la intensidad luminosa emitida por preparaciones

foliculares mediante la técnica de inmunohistoquimica.

La expresion de receptores para lipoproteinas de baja densidad (LDLr) no fue
diferente (p>0.05) en ninguno de los tratamientos y tiempos; tomando como base la
expresion del receptor en foliculos del tratamiento testigo; sin embargo la importancia
del colesterol introducido por la via LDL y sus receptores para la sintesis de esteroides
folicular es innegable y estd regulada por gonadotropinas principalmente por la
hormona luteinizante (LH): similarmente con influencia en su expresion (Carr et al.,
1981). Goldstein et al. (1976), sefialaron que receptores LDLr se unen a lipoproteinas
LDL cuando los tejidos mantienen concentraciones de colesterol de 2,5 mg dL?. En
este trabajo no se evaluaron concentraciones de colesterol, lo que impide saber si la
cantidad de colesterol circulante desencadena la presencia de LDLr. En esta
investigacion se observo que la expresion de receptores LDLr se mantuvo (basados en
la intensidad luminosa) durante las 96 h de cultivo, en todos los tratamientos y ninguna
dosis mostré disminucion de la expresién (Figura 7). Lo anterior es diferente a lo
reportado por Reaven et al. (1994) quienes realizaron pruebas con células de la
granulosa proveniente de ratas, en cultivos por 96 h aplicando hCG y por Sekar et al.
(2000) en células de la granulosa diferenciadas de cerdas, con LH, en cultivo por 48 h,
este grupo de autores encontraron elevacion en la expresion de LDLr. A pesar que, en
el presente trabajo se empled eCG no fue posible observar diferencias. Esto puede ser
atribuido al tipo de tejido cultivado; en el presente estudio se usaron foliculos completos

cuyo grosor pudo impedir la perfusion de los nutrientes a las células de la granulosa
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sensibles a LH y FSH, a diferencia de Reaven et al. (1994) y Sekar et al. (2000), que

utilizaron cultivos de células de la granulosa.

En una investigacion similar (Flores et al., 2017) reportaron que la produccion de
estradiol se mantuvo elevada (1900 pg mL™?) con la dosis de 20 ng mL™?, por 96 h. Estos
resultados al igual que los nuestros, indican que a pesar de que los LDLr no
presentaron cambios en la expresion, la sintesis de esteroides si se afecta con dosis
altas de selenio, lo que puede indicar que el selenio actia aumentando la actividad

esteroidogénica por ruta diferente a la de LDLer.

Basini y Tamanini (2000) empleando dosis de 5 ng mL™* de selenio, menores a
20 ng mL* observaron que se estimulé la sintesis de estradiol en el cultivo in vitro
mantenido por 96 y 144 h. Sin embargo el cultivo fue de células de la granulosa y no
foliculos completos como los utilizados en el presente trabajo, ademas el medio de

cultivo fue diferente, lo que pudo influir en los resultados.
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Figura 7. Expresiéon de LDLr en foliculos in vitro tratados con
selenometionina a diferentes tiempos (24, 72 y 96 h), intensidad luminosa
en unidades candela (cd).

La localizacion del receptor LDLr se observd en ambos tipos celulares de
foliculos preovulatorios (teca y granulosa) independientemente al tratamiento (Figura 8).
El tipo de localizacion coincide con lo encontrado por Argov y Sklan, (2004) en vacas,
quienes reportan que la expresion de ARNm para LDLr se encuentra en células

ovaricas a lo largo del desarrollo folicular, células de la teca de foliculos grandes y

25



medianos y células de la granulosa de todas las etapas foliculares. Por su parte, Lai et
al. (2013), aplicando FSH + TGFB1 reportan incremento en el citoplasma de LDLra 6 y
12 h postratamiento; niveles que se mantienen hasta 48 h. Lo encontrado en el
presente estudio y lo observado por los investigadores antes mencionados, es diferente
a lo reportado por Garmey et al. (2000), en foliculos de cerdas con deteccion de LDLr
después de aplicar LDL, estos autores no encontraron expresion de RNAm de LDLr en
células de la teca y la granulosa los dias uno, tres y cinco en todas las muestras
analizadas, lo que atribuyen a la respuesta individual de los foliculos en etapas

tempranas, dado que, la expresion inicié después del dia siete.

Otro aspecto a resaltar es la forma de expresion del receptor LDLr, cuya
expresion se present6 en dos formas, la primera; en forma uniforme y en toda la célula
(teca o granulosa; paneles A y B) vy, la segunda, de forma punteada o en granulos,
como lo reporta Miranda et al. (2010). Esta expresion fue similar a la observada en

tejido utilizado como de expresién positiva (Figura 8; Panel C).
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Figura 8. Expresion y localizacién de LDLr folicular por exposicion in vitro de
selenometionina., LDLr se localiz6 de forma uniforme (doble flecha), o de forma
irregular (granulos; flecha simple) dentro de las células foliculares (A, B) o en las
células del higado (C) utilizadas como positivas para la expresion de estos
receptores; D, control negativo.

LaVoie et al. (1997), concluyen que ARNmM de LDLr puede expresarse
constitutivamente a lo largo de la actividad esteroidogénica del foliculo maduro y CL, en
cerdas prepuberes, cuando son tratadas con eCG/hCG y su localizacion se registra en
membrana, citoplasma, zona perinuclear y ovocito (RNAm; Sato et al.,, 2003); sin
embargo, no se menciona si la presentacion es homogénea o punteada; como sucedio

en este caso.

6.2. EXPRESION DE RECEPTORES SCARVENGER CLASE B TIPO | PARA
LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (SR-B1)

Entre los receptores involucrados en el ingreso de colesterol a la célula
esteroidogénica, se encuentran los SR-B; de ellos, el tipo uno con frecuencia presenta
accion aditiva a LDLr (Stangl et al., 1999). En la presente investigacion se detecto la
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expresion de este receptor, se encontraron diferencias para la interaccion tratamiento y
tiempo, con 5 ng mL*a 72 h (p < 0.05). Disminucién similar, aunque sin aplicaciéon de
selenio, fue reportada en células del endotelio y musculo liso, con abundancia en
colesterol y aplicacion de HDL (Yeh et al., 2002). Stangl et al. (1999), reportan que el
colesterol transferido hacia las células que expresan SR-B1 aumenta progresivamente
durante la incubacion inicial por 5 h y posteriormente disminuye, asociado con el
transporte selectivo de ésteres de colesterol de particulas LDL y HDL. Adicionalmente
Shen et al. (2018), mencionan que existe disminucion significativa de SR-B1 en células
esteroidogénicas (corticales suprarrenales, ovaricas y de Leydig) por accion de la
funcion de factores reguladores de intercambio [Na (+) / H (+); NHERF3 y SIK1; Salt-
inducible Kinase] para SR-B1; esta proteina es reconocida como reguladora de la
actividad de receptores o transportadores. La disminucion de la expresion de SR-B1l
observada, en el presente trabajo, pudo deberse a la maxima actividad esteroidogénica
del foliculo, con lo cual los receptores se encontraban ocupados y no fue posible
detectarlos en su totalidad con la técnica de inmunohistoquimica, dado que a 96 h de

transcurrido el cultivo fue posible la deteccién del receptor.

Antes de la ovulacién las células de la granulosa carecen de suficiente
vascularizacion, lo cual limita la capacidad secretora de estas y ademas la capacidad
para obtener colesterol precursor (HDL o LDL) que llega a la célula por via sanguinea
(Christenson y Devoto, 2003).

Con respecto a la presencia de receptores SR-B1, esta se mantuvo constante
hasta las 96 h, como lo mostré la intensidad luminosa de la expresion (Figura 9). Este
aumento también fue encontrado por Miranda et al.(2010), en ARNm de SR-B1 a las 36
h sin variacion en cultivo de células de la granulosa tras la inyeccién de hCG e incluso,
se encontr6 hasta la fase de luteinizacion. Azhar et al. (1998a), indican que la
intervencién de cAMP es importante para inducir la expresién de SR-B1 en células de la
granulosa 6-9 h después del tratamiento y continua aumentando después de 48 h, este
mismo mensajero influye en la expresion de LDLr, lo cual puede estar relacionado con
lo ocurrido en la expresion de LDLr en la presente investigacion. Por otra parte Cherian-

Shaw et al. (2009), aislaron y prepararon cultivos de células de la granulosa
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procedentes de macacos antes de la ovulacién y aplicaron FSH, hCG mas el factor
TGFB1 lo anterior hasta 48 h, en estas evaluaron los cambios en la expresion de
receptores SR-B1 durante la luteinizacidon, encontrando que las hormonas provocaron
aumento de ARNm del receptor. En la presente investigacion, al cultivo de foliculos se

le aplico eCG, lo cual puedo influir en la expresion aqui observada.
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Figura 9. Expresiéon de SR-B1 en foliculos in vitro tratados con selenometionina a
diferentes tiempos (24, 72 y 96 h), intensidad luminosa (cd).

La localizaciéon del receptor SR-B1 se observdé en el citoplasma y en la
membrana y area perinuclear de ambos tipos celulares (teca y granulosa) de foliculos
preovulatorios, independientemente del tiempo de cultivo (p > 0.05). Respecto a la
forma de presentacion de SR-B1, se observé de forma uniforme o de forma irregular
(granulos) dentro de las células foliculares, lo que coincide con lo reportado por Miranda
et al. (2010; Figura 10). La expresion de SR-B1 en nucleo, citoplasma, membrana (Yeh
et al., 2002) y zona perinuclear también se ha detectado con la aplicacion de TGFf31,
FSHy LH (Lai et al., 2013); al parecer, TGFB1 no presenta efecto por si sola, pero si en
conjunto con hCG y FSH. Como se menciond en parrafos anteriores, en esta
investigaciéon se utilizé eCG. En base a los reportes comentados, esta hormona es una
gonadotropina la cual favorece la expresion de SR-B1; esta pudo ser la razén por la que

no se observo disminucion del receptor incluyendo al grupo testigo.
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Al parecer, la localizacion en membrana, se debe a, que SR-B1 repercute en la
organizacion y estructura de la membrana (De la Llera-Moya et al., 1999) y a la
estimulacion del flujo de colesterol libre en las células foliculares. Por otra parte, en
machos, la administracion de hCG provoc6é aumento de SR-B1 en células de Leydig
(Cherian-Shaw et al., 2009). Otros tejidos con expresion de SR-B1 son el higado,
glandulas suprarrenales y glandula mamaria; todos ellos tejidos esteroidogénicos
(Landschulz et al., 1996; Acton et al., 1996; Xie et al., 2006), 0 que presentan absorcion
de grandes cantidades de ésteres de colesterol (Krieger et al.,, 2001). En esta
investigacion se observé la expresion de SR-B1 hasta las 96 h de cultivo folicular; sin
embargo, el selenio no fue el factor determinante en mantener la expresion del receptor

y si pudo verse favorecido por accion de la eCG.
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Figura 10. Expresion y localizacién de SR-B1 folicular con exposicion in vitro de
selenometionina. SR-B1 se localizé de forma uniforme (A), o de forma irregular
(granulos; B) dentro de las células foliculares. El panel C, muestra las dos formas
de localizacion de SR-B1 en tejido positivo a la expresiéon de este receptor
(higado), D; control negativo.

30



7. CONCLUSIONES

La exposicion del foliculo ovarico a selenio organico (selenometionina) en diferentes
dosis y tiempos no influyd en la expresion y localizacion de receptores para

lipoproteinas de baja densidad (LDLY).

El selenio organico (selenometionina) a 5 ng mL™* por 72 h influy6é en la intensidad
luminosa emitida por la expresion de receptores para lipoproteinas de alta densidad
(SR-B1) en foliculos in vitro.

La localizacion de receptores para lipoproteinas de baja (LDL) y alta densidad (HDL) se

observé en teca y granulosa en foliculos in vitro.

El tipo de localizacion de receptores para lipoproteinas de baja (LDL) y alta densidad
(HDL) en foliculos in vitro fue de forma uniforme y punteada.

Ambos receptores (LDLr y SR-B1) se localizaron en; membrana, citoplasma, y area

perinuclear de células foliculares in vitro.
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