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Resumen:

Los bufalos y vacunos son dos especies de bovinos con gran parecido en su fisiologia
reproductiva, pero a la vez con gran diferencia en sus parametros reproductivos. El objetivo
del presente trabajo es comparar la expresion génica en células de granulosa de foliculos
preovulatorios de estas dos especies, basados en informacién disponible en la literatura, los
repositorios de transcriptomas existentes y en el analisis funcional usando Ingenuity Pathway
Analysis. Sélo se encontraron dos estudios independientes en los que se comparan bufalos y
vacunos en cuanto a la expresion génica en células de la granulosa de foliculos
preovulatorios. Se analizaron los datos de expresion de forma independiente y combinada.
Se encontrd que, entre bafalos y vacunos, practicamente no hay correspondencia entre los
procesos evaluados, ni en las vias candnicas, ni en los reguladores corriente arriba, solamente
se encuentra alguna correspondencia entre las redes y aspectos fisiologicos de cada proceso.
Se concluye que cada especie tiene forma diferente de realizar el mismo proceso y que debe
investigarse cada evento de acuerdo con las necesidades de los investigadores.
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Los bufalos (Bubalus bubalis) y vacunos (Bos taurus) son bovinos, muy emparentados que
solo los diferencia su ADN mitocondrial®. Bufalos y vacunos son poliéstricos estacionales,
con dos o tres ondas foliculares por ciclo estral®; sin embargo en iguales condiciones
medioambientales y de manejo su funcién reproductiva es diferente evidenciado en la tasa
de natalidad, expresion de celo y respuesta a las biotecnologias reproductivas. También se ha
descrito que el bifalo tiene ovarios de menor tamafio®, diferente diametro folicular al
momento de la desviacion y de la ovulacion®, menor calidad de oocitos y menor tasa de
produccion de embriones comparados con los vacunos. Li et al® encontraron 40 loci
(asociados con 28 genes) que pudieron relacionarse con pardmetros reproductivos tales como
edad al primero, segundo Yy tercer parto, dias abiertos, servicios por concepcion e intervalo
entre partos®®). La formacion de un oocito competente depende del desarrollo folicular, en
una la formacion de un foliculo preantral con un oocito capaz de formar el individuo y la
segunda es el desarrollo de este foliculo hasta la ovulacion, asociado a todos los cambios
endocrinos que deben suceder en la hembra para lograrlo®.

El control de la poblacion folicular depende de la funcion que ejerce la hormona
antimulleriana (AMH), los que van a ovular deben adquirir receptores para la hormona
foliculo estimulante (FSH), finalmente algdn foliculo gana receptores para LHr®, lo que
genera un descenso en la velocidad de crecimiento que se mantiene hasta el pico
preovulatorio de LH®1),

Se ha informado que el oocito bufalino es de pobre calidad cuando es evaluado con los
parametros que normalmente se usan para los vacunos, y aunque no se conoce en detalle las
razones se ha propuesto como causa: un microambiente folicular adverso, lo que ha motivado
a los investigadores a estudiar las proteinas del liquido folicular bufalino®™. Se ha
demostrado que la comunicacion existente entre las células de granulosa y el oocito juegan
un papel fundamental para producir oocitos de buena calidad?. Hoy en dia es factible el
analisis en profundidad de los eventos reproductivos en la hembra bovina. Es innegable el
avance logrado con los microarreglos y otros sistemas usados en transcriptomica, los datos
son depositados en repositorios, que pueden analizarse y permiten al investigador evaluar sus
premisas. Sin embargo es una base heterogénea debido a todos los aspectos técnicos y las
herramientas computacionales usadas para el analisis de la misma®®. En un estudio reciente,
Khan et al'® generaron una interfase interactiva llamada GranulosalMAGE, que provee
informacion sobre los perfiles de expresion de los genes y sus isoformas en las células de
granulosa de vacunos en diferentes estados de la foliculogénesis (http://emb
bioinfo.fsaa.ulaval.ca/granulosalMAGE/).
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Una herramienta importante es Ingenuity Pathway Analysis (IPA) que es una base datos que
se usa para el andlisis, integracion e interpretacion de los datos relacionados con
experimentos basados en informacion obtenida mediante RNAseq, principalmente IPA
permite en un solo andlisis, identificar las moléculas reguladoras, lo que facilita la
explicacion de los patrones de expresion, prediciendo las consecuencias del control sugerido
sobre la biologia celular y sobre la presentacion de las enfermedades*. El programa hace
los calculos basados en algoritmos y datos experimentales® finalmente en los cuales los
genes expresados diferencialmente en el experimento son asociados con aquellos que se han
informado més frecuentemente en una funcion particular o via metab6lica®® y sus sistemas
de control@?,

Los desarrollos en bioinformatica permiten el estudio de fenémenos bioldgicos de una forma
compleja: en este caso las diferencias en la expresion génica de foliculos de bufalos y de
vacunos, de una forma mas global, que permiten por los menos considerar todos los posibles
genes que se expresan en un momento dado, mostrando los detalles de la expresion génica y
de las posibles alternativas que la naturaleza ha generado para la realizacion de un mismo
proceso. El objetivo del presente trabajo es evaluar si existen diferencias en la expresion
génica de células de granulosa de foliculos preovulatorios bufalos y vacunos tendientes a
buscar explicaciones al diferencial de respuesta a las biotecnologias reproductivas observado
entre las especies mencionadas.

Este trabajo fue realizado en dos fases: la primera, se realiz6 una busqueda bibliogréafica
exhaustiva, en las bases de datos de PUBMED y Google Académico, enfocandola en
informacidn correspondiente a los analisis de expresion génica entre bufalos y vacas y cuyos
archivos estuvieran depositados en GEO (Gene Expression Omnibus) hasta marzo del 2018,
la segunda, se realizé el analisis de los reportes encontrados. El criterio de inclusion fue:
experimentos donde hubiera comparacion de datos; o si no habia comparacion, que los datos
fueran obtenidos de la misma forma y procesados de forma similar.

Se encontraron dos estudios de transcriptomas de foliculo preovulatorio®®!®). En el caso de
las vacas el RNA fue extraido con RNeasy mini kit (Qiagen) y en el de bafalo con TRIZOL
seguido de purificacion con RNeasy mini kit, en ambos casos se obtuvo cDNA y fueron
hibridizados con un Chip de Affimetrix (Affymetrix Gene - Chip Bovine Genome Arrays),
que contenian 24,128 sondas, representando 23,000 transcritos y sus variantes, incluyendo
19,000 cldster unigénicos. Aquellos genes con un cambio en la expresion >2 con una tasa
falsa de descubrimiento (FDR < 0.05) fueron considerados como expresados diferentemente,
posteriormente se realiz6 una RT-PCR semi cuantitativa para la validacion de los resultados
con los siguientes genes: receptor de LH (LHR), receptor de la progesterona (PR) y
ciclooxigenasa COX-2 en bufalos, y dos genes del citocromo P450 relacionados con la
produccién de estrogenos, Citocromo 450 CPY19A1, CPY17Al, 18s, para los vacunos.
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Posteriormente, los datos crudos de cada microarreglo se corrigieron mediante la remocion
del ruido de fondo (Background) y normalizacion (loess) utilizando el software FlexArray
1.6.1, y todos los datos fueron exportados a archivos de excell (Microsoft Office) para ser
analizados de forma funcional usando Ingenuity® Pathway Analysis (IPA). Se utilizé6 como
genoma de comparacion UMD Bos taurus 3.1.1 para ambos casos, dado que el genoma
bufalino ain no esta totalmente secuenciado. Se obtuvo de una lista de genes
diferencialmente expresados de los foliculos preovulatorios de cada especie y se cuantifico
esta diferencia, se agruparon de acuerdo a su funcion bioldgica y a los potenciales reguladores
corriente arriba (upstream). La informacion se proceso individualmente y compararon entre
las dos especies. El programa funciona asignandole un valor probabilistico a la asociacion
entre los genes sobre o sub expresados y las principales funciones bioldgicas. Para el analisis
de los reguladores corriente arriba, IPA® compara los resultados del experimento con su
propia base de datos de los efectos conocidos de los genes y moléculas sobre la expresion.
De cada regulador se calculan dos valores, un valor de sobreposicion (overlap p) y un valor
de activacion (Z score), que corresponde a un promedio numérico calculado de los efectos
conocidos de la molécula o gen (up or down regulation) y sus respectivos blancos. Se
considera un valor de Z significante cuando tiene un valor mayor a 2 (Z-score > 2) para
activacion y (Z-score < 2) para inhibicion, los valores intermedios se consideran que no
pueden ser atribuibles a la experimentacion®®.

Se encontraron 21 reportes de expresion génica en células de la granulosa bovinas en los que
hubiera al menos una base de datos depositada, y de estos solamente uno tenia informacion
de bufalos. No hubo reportes de comparacion de expresion diferencial de genes entre bafalos
y vacas. Finalmente los requisitos se cumplieron por dos reportes: “Transcriptome profiling
of granulosa cells of bovine ovarian follicles during growth from small to large antral sizes”,
nimero de acceso GSE39589 con cuatro repeticiones®®, y “Buffalo Gene expression
profiling of preovulatory follicle in the buffalo cow: effects of increased IGF-1 concentration

on periovulatory events”, nimero de acceso GSE11312, con tres repeticiones®.

En los trabajos iniciales se informa que existen en las bufalas 110 genes diferencialmente
expresados que pertenecen a 14 vias metabdlicas de acuerdo con la base de datos de
Ontologia Génica (Gene ontology), para las vacas se encontraron 446 genes que pertenecian
a 10 vias metabolicas.

El analisis de IPA muestra que las mas importantes vias metabdlicas canonicas asociadas con
el patron de expresion observado en el bufalo fueron: Ubiquitinacion de proteinas, disfuncion
mitocondrial, fosforilacion oxidativa y la sefializacion asociada al receptor de estrogenos y
de las sirtuinas, en las vacas las vias canonicas mas importantes son la sintesis de
triacilglicéridos , traductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STAT3) , maduracion
de fagosomas, Proteina Kinasa Janus 2 (JAK 2) en la sefializacion de hormonas parecidas a
las citoquinas y la de la Oncostatina (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Principales rutas metabdlicas en el foliculo de bufalo y vaca
Sobreposicion

Ruta Valor p (%) Moléculas
Foliculo de bufala
Ubiquitinacion de proteinas 1.11E-11 19.70 53/269
Disfuncion mitocondrial 241 E-11 22.30 42/188
Fosforilacion oxidativa 7.80 E-10 25.20 30/119
Sefiales del receptor de estrogenos 9.46 E -10 23.90 32/134
Sefializacion de la sirtuina 3.46 E -08 16.00 52/325
Foliculo de vaca
Biosintesis de triacilglicerol 1.41 E-03 6.90 4/58
Via STAT3 1.83 E -03 4.80 5/104
Maduracion de los fagosomas 1.97 E-03 3.90 6/155
Papel de la sefializacion de JAK2* 2.84 E -03 8.80 .3/34
Sefializacién de la oncostatin M 4.53 E-03 7.50 .3/40

* hormona parecida a las citokinas.

El anélisis del IPA mostrd que estaban activados los genes o moléculas de las siguientes rutas
HNF4A, RICTOR, EIF4E,1-2-dithiol-3-thione, ST1926 en los bdfalos, sin estar ninguno
caracterizado en bufalos y para las vacas fueron factor transformante beta 1 (TGFB1),
Receptor de estrogenos tipo B2 (ERBB2), dexametasona, beta-estradiol, D-glucosa
(Cuadro 2).

Cuadro 2: Principales reguladores corriente arriba

Valor p
Bufalos
HNF4A 2.70 E-27
RICTOR 215E-17
EIF4E 1.38 E-15
1,2-dithiol-3-thione 49 E-15
ST1926 5.64 E-15
Vacas
TGFB1 7.64 E-09
ERBB2 1.2 E-08
Dexamethasona 1.3 EE-07
beta-estradiol 5.21 E-07
D-glucosa 2.10 E -06

Las redes funcionales mas importantes para los bdfalos fueron: 1) transporte molecular,
trafico del RNA y modificaciones postraduccionales, 2) sefializacion celular, modificaciones
postraduccionales, y sintesis proteica, 3) ensamblaje y organizacion celular, desordenes del
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desarrollo y hereditarios, 4) modificaciones postranscripcionales del RNA, sintesis proteica
y expresion génica, mantenimiento y funcién celular, modificaciones postraduccionales y
doblamiento de proteinas. Para las vacas 1) organizacion y ensamblaje de la célula,
desordenes del desarrollo y enfermedades neuroldgicas, 2) metabolismo de lipidos,
biogquimica de moléculas pequefias, sefializacion e interaccion intracelular, 3) muerte y
supervivencia de las células, interaccion entre ellas y cancer, 4) transporte molecular,
sefializacion celular y metabolismo de vitaminas y minerales (Cuadro 3).

Cuadro 3: Redes funcionales mas importantes

Nombre de las redes y sus funciones Puntaje

Bufalos
Transporte molecular, trafico del RNA y modificaciones postraduccionales 153
Sefializacién celular, modificaciones postraduccionales, y sintesis proteica 146
Ensamblaje y organizacion celular, desordenes del Desarrollo y hereditarios 141
I\/!oqlificaciones postranscripcionales del RNA, sintesis proteica y expresion 139
génica
Mantenimiento y funcion celular, modificaciones postraduccionales y 123
doblamiento de proteinas

Vacas
Nombre de las redes y sus funciones Score
Organizacion y ensamblaje de la célula, desordenes del Desarrollo y 163
enfermedades neuroldgicas
Metabolismo de lipidos, bioquimica de moléculas pequefias, sefializacion e 79

interaccion intracelular
Muerte y sobrevida de las células, interaccion entre ellas y cancer 73
Transporte molecular, sefializacion celular y metabolismo de vitaminas y 11
minerales

En este trabajo se compard: la expresion génica en foliculos preovulatorios entre dos especies
muy relacionadas, la forma de hacerlo es un abordaje novedoso para tener mas conocimiento.
A primera vista no se encuentra una estricta relacion entre los conceptos enunciados en la
introduccion y los resultados del experimento. Este hecho se puede considerar para ser
discutido pues antes de hacer el analisis el pensamiento de los investigadores estaba centrado
en el conocimiento existente sobre el control endocrino y el desarrollo del foliculo en las
especies y los resultados muestran una informacion asociada a aspectos relacionados casi
exclusivamente con biologia celular y molecular.

Es importante resaltar la dificultad para encontrar informacién comparable, y dado el enfoque
biologico del escrito, se decide evitar la discusion técnica sobre la forma de obtencion de los
datos y su analisis, que es tan frecuente en este tipo de publicaciones. En un trabajo previo
del grupo®®, donde se describe lo informado en los dos articulos evaluados en este estudio,
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se muestra que en los foliculos preovulatorios de vacas y bufalos solamente hay coincidencia
en la expresion de tres genes (20 %): activador tisular del plasmindgeno (PLAT), regulador
agudo esteroidogénico, (STAR), receptor parecido | al factor Il de coagulacion (F2RL-1),
con diferencias en los niveles de expresion (expresion relativa) 9,7 vs 17,5, 8,74 vs 3,4, and
7,7 vs 5,3 veces para PLAT, STAR y F2RL-1 respectivamente, mostrando las diferencias
entre las especies. Adicionalmente no se ha informado que alguno de los genes encontrados
tenga que ver directamente sobre la ovulacion, el desarrollo folicular o que sean marcadores
de los mismos procesos biologicos.

PLAT es una serina-proteasa secretada que convierte la proenzima plasmindgeno en
plasmina, una proteina fibrinolitica. Un aumento de su funcion causa hiperfibrinoélisis que se
evidencia por el excesivo sangrado y una disminucion de su funcién causa hipofribrindlisis
que se evidencia por trombosis y embolismo se ha informado sobre expresada en células de
granulosa de foliculos ovulatorios y se ha asociado con la ruptura folicular®V.

STAR, tiene un papel importante en la regulacién aguda de la sintesis de hormonas
esteroidales, permite el rompimiento del colesterol a pregnenolona para facilitar su transporte
de la membrana externa a la interna en la mitocondria. En bdfalos se ha informado que la
expresion esta aumentada (up regulated) en las células de granulosa y pared folicular después
del tratamiento de hormona de crecimiento bovina®®, adicionalmente un sinergismo entre el
factor de crecimiento insulinoide 1 y las gonadotropinas para aumentar la expresion de
STAR®),

F2RL-1, es una proteina que pertenece a la familia de las que estan asociadas al receptor tipo
| de las proteinas G, tiene ademas funcion sobre la respuesta inflamatoria, en la inmunidad
innata y adaptativa®). La sefializacion a través de este gen (F2RL-1) media la citogénesis in
vitro de las células endoteliales y promueve la vasodilatacion y permeabilidad microvascular,
pasos fundamentales de la angiogénesis. Se ha observado la sobreexpresion del gen F2RL-1
que explican en parte los cambios de crecimiento de los vasos sanguineos de las células de
la teca, y la invasion de las células de granulosa murales después de la ruptura folicular®?.

Aunque hay una correspondencia baja entre las dos especies, los genes comunes estan
asociados a los mecanismos de ovulacion, genes asociados con la forma como la célula
realiza su funcion. No se observan genes expresados diferencialmente asociados a los
fenomenos que dirigen el proceso como gonadotropinas o esteroides sexuales. En
consecuencia, se debe encontrar una forma nueva de ver y analizar los datos obtenidos, ya
que lo encontrado es mas bien la descripcion de como se ejecuta un fendmeno que en este
caso serian los factores proteoliticos para el rompimiento del foliculo, los cambios en la
vasculatura para el remodelamiento del 6rgano y la acumulacion de estrogenos para generar
el pico de LH. Para algunos autores la ovulacion ha sido asociada con inflamacion®®, pudiera
entonces suponerse que las dos especies hacen lo mismo, con un grupo de moléculas maestras
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generales y otro de efectoras que pueden ser muy especificas y marcar las diferencias
observadas.

La ubiquitinacion de proteinas es la ruta mas importante para la degradacion de proteinas
reguladoras de vida media. Hatzirodos et al®®, encontraron que esta ruta esta involucrada
en la transicion de un foliculo pequefio a grande. Otros investigadores, lo encontraron como
regulador de los receptores de androgenos en los humanos®®).

Las mitocondrias son los principales consumidores de oxigeno de la célula; se ha informado
el efecto que tiene el buen funcionamiento de la via para la competencia del oocito por su
papel en la formacion de especies reactivas de oxigeno®”. En mujeres, se ha propuesto la
transferencia de mitocondrias como una alternativa para el tratamiento de oocitos
provenientes de pacientes con enfermedades que incluyen alteraciones en las
mitocondrias®®, también en humanos obesos que la disfuncion mitocondrial se asocia con
alteraciones en la fertilidad. Se ha informado en bufalos que la suplementacion de los medios
de maduracion para producir embriones in vitro, con cistina con o sin cisteamina incrementa
significativamente la proporcion de oocitos que presentan fertilizacion normal, clivaje y
produccion de blastocistos??),

La fosforilacion oxidativa es el proceso mediante el cual la célula produce ATP. Li et al®
reportaron en los bafalos que la fosforilacion oxidativa es importante para las primeras fases
del desarrollo folicular. También se ha informado su rol en el proceso ovulatorio dada la
naturaleza hipoxica del procesos, se ha mostrado evidencia en la que el foliculo necesita
producir mas moléculas para la respuesta hipoxica en los foliculos antrales preovulatorios®.
Las sirtuinas pertenecen a la clase Ill de enzimas deacetilasas que utilizan el NAD+ como
sustrato para realizar su funcion, se ha reportado que existen 7 en mamiferos con multiples
funciones (SIRT 1-7), tienen funciébn como reguladores de la transcripcion en
envejecimiento, metabolismo, cancer, inflamacion, reparacion del ADN vy respuesta celular
al stressC0),

Se ha reportado que SIRT1, SIRT2 and SIRT3 tienen funcion protectora para el
envejecimiento del oocito después de la ovulacion, ademas SIRT3 tiene un papel en la
deteccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la foliculogénesis y los procesos de
luteinizacion de las células de granulosa®Y. Pacella-Ince, et al, han descrito que niveles bajos
de mRNA de la SIRT 5 mitocondrial estan asociados con una reducida reserva ovarica y
envejecimiento del ovario en humanos®?).

Dentro de las vias metabolicas mas importantes en vacas se encuentran:

Biosintesis de triacilglicerol. En la literatura estd ampliamente documentado el efecto de las
gotas lipidicas sobre la calidad y funcion de los oocitos®®. Hoy en dia se consideran como
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un organelo aparte con sus propias enzimas asociadas. En humanaos, el perfil lipidico de las
células de granulosa se ha asociado con éxito en la gestacion, en oocitos de vaca ha sido
asociada con calidad, y en humanos con efecto en la maduracion®?.

La maduracion del fagosoma es un proceso en el cual algunas particulas que se internalizan
se mueven sobre estructuras acidificadas, que se integran en un mecanismo de apoptosis. Este
proceso necesariamente involucra la maduracién, que se puede ver por la fusion secuencial
de los diferentes estadios de los lisosomas que terminan la formacion de un fagolisosoma.
Hay muy poca informacion sobre el papel de esta via en la formacion del foliculo o la calidad
del oocito; se ha sugerido como una via alternativa para el control de la muerte del oocito y
que puede activarse durante la formacion del foliculo para los procesos de autofagia. La
alteracion de algunos genes que codifican proteinas para autofagia causan una gran pérdida
de oocitos, sugiriendo un papel de la autofagia en la regulacion de su sobrevida®.

Las quinasas Janus, son una familia de 4 tirosina quinasas. Estas juegan un papel importante
en el crecimiento celular, supervivencia y diferenciacion; se expresan ampliamente en el
foliculo preovulatorio y se inhibe su expresion por la inyeccién intrafolicular, también se ha
informado que en las células de granulosa, la IL-6 promueve la expresién inducida por FSH
de VEGF por la via JAK/STAT3C®),

Las citoquinas son los principales mediadores intercelulares, estos activan en el ovario
células inmunes y no inmunes que facilitan la constante reorganizacién del estroma ovarico
a través de vias proteoliticas, facilitando las modificaciones de la membrana basal de las
células de granulosa, y la invasion vascular endotelial. Martins, et al., informaron que los
receptores para la oncostatina M estan regulados en las células de granulosa durante la atresia
folicular, ovulacién y lutedlisis, y que la proteina oncostatina proveniente de otras células
regulan la funcion de genes de viabilidad celular en la granulosa y las células luteales®”.
Muchas moléculas involucradas en desarrollo folicular que afectan las sefiales para la
ovulacion disparan la expresion de citoquinas como TNFa, interleukina7, and CDKN1A®),

Cuando se hace la comparacion de la expresion de los genes entre las dos especies y se
analizan las 10 vias canonicas activadas con mayor valor de P, solo se comparten unas pocas
con los analisis individuales, para el caso del bufalo 5 de las 10, mientras que para las vacas
solo 1 (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Comparacion de las principales rutas metabdlicas en las dos especies

L. Valor Relacion  Score- z
Rutas metabdlicas P

Via de sefializacion de las sirtuinas 5.02E+00 1.63E-01 2.191
Papel de las proteinas CHK. Proteinas en el control del

ciclo celular 474E+00 2.78E-01 1.897
Fosforilacion oxidativa 4.61E+00 2.19E-01 -4.583

Biosintesis de novo de ribonucledtidos de piridina 438E+00 2.89E-01 -1.941
Papel mitético de las Polo-like quinasas 4.07E+00  2.46E-01 -1.667

Inter conversion de los ribonucleétidos de pirimidina  3.93E+00  2.79E-01 -1.732

Sefializacion de andrégenos 3.85E+00 1.83E-01 0.378
Degradacion de 3-phosphoinositidol 3.76E+00 1.74E-01 -1.569
Regulacion de las sefiales de elF4 and p70S6K 3.67E+00 1.72E-01 0.632

Biosintesis de D-mio-inositol (1,4,5,6)-tetrakisfosfato 3.65E+00  1.78E-01 -1.225

De los reguladores corriente arriba, en los bufalos:

El factor nuclear del hepatocito 4A (HNF4A), esta involucrado en la gluconeogénesis y el
metabolismo lipidico. Este factor ha sido reportado por Khan et al®®, como un regulador
corriente arriba en células de granulosa de vacas después de ser estimulados con FSH.
RIPTOR, es un gen que produce una molécula que, acompafa al blanco de la rapamicina. Se
ha informado en células humanas que una quinasa asociada a mMTOR es necesaria para que
se fosforile la Ser*”®, inhibiendo la via metabdlica AKT/PKB que estd involucrada en
apoptosis y maduracién de oocito.

El factor de inicio de la traduccion, EIF4E, produce una proteina que ayuda al inicio de la
traduccion reclutando ribosomas en el extremo 5'- de la subunidad, limita el inicio de la
traduccion. Se ha informado que su funcion se incrementa en la transicion de foliculo
primordial a foliculo primario®, en el oocito para el inicio de la traduccion de mRNA
asociados a la continuacion de la meiosis, y en la inhibicién de la funcion de TORC1 para el
consumo de los amino&cidos.

IPA también informa sobre el papel de algunas moléculas reguladoras de la funcién génica,

evalla los genes asociados al control de la funcion como 1-2-dithiol-3-thiona que tiene efecto
sobre enzimas antioxidantes y ST1926 que es una molécula parecida al &cido retinoico con
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efectos sobre el crecimiento y la diferenciacion®®. No hay reportes de la accion de estas
moléculas sobre la funcion de las células de granulosa.

De los reguladores corriente arriba en vacas:

El factor transformante beta-1 pertenece a la superfamilia de las proteinas de los factores
transformantes beta, han sido descritos en una gran cantidad de actividades de regulacion en
el ovario, desarrollo folicular y ovulacion, en diferentes especies. Landry, et al informan que
tiene un papel en la produccién de un oocito competente y en la induccion de atresia en el
caso de foliculos persistentes?,

ERBB2 codifica una tirosina quinasa, que pertenece a la familia de los receptores
epidermales de crecimiento, la amplificacién o sobreexpresion de este gen ha sido asociada
con tumores de mama y de ovario®? y el desarrollo folicular®® | en la regulacion de la
expresion del gen de supresion tumoral TP53 durante la proliferacion de las células de
granulosa bajo el estimulo de la FSH y después del pico de LH*Y,

Estrogenos, Dexametasona y D- Glucosa son moléculas reportadas con efectos sobre el
desarrollo folicular de los vacunos“?. La estrona y el estradiol, son hormonas esteroidales
sintetizadas en el ovario, criticas para la funcién reproductiva, la principal enzima de esta
ruta es la aromatasa CPY19A143),

En este punto es facilmente entendible, que, a pesar de ser bovinos, cada especie tiene su
forma diferente de realizar el fendbmeno, y ese es uno de los resultados importantes de este
trabajo, la evidencia muestra que cada especie desarrolla el foliculo de forma o modo
diferente. Dado que se observa que cada especie ovula con eventos distintos, no se puede
cumplir el objetivo de explicar las diferencias reproductivas en el comportamiento
reproductivo entre estas dos especies.

La alta correspondencia del resultado obtenido cuando se analizan las redes o funciones
bioldgicas mas frecuentes en el evento estudiado entre las dos especies analizadas, se muestra
gue ambas estan teniendo el mismo evento bioldgico: crecimiento de una estructura dentro
del organismo con alta produccion metabolica, proliferacion celular, produccién de sefiales
para todos los eventos que sucederan, cuya consecuencia es la ovulacién. La comparacion
entre redes muestra como hacen lo mismo con un nimero de moléculas diferente, los bufalos
involucran méas moléculas que las vacas lo que les pudiera dar una ventaja para la ovulacion,
al tener mas opciones de rutas celulares disponibles. En el analisis comparativo entre
especies, los bufalos no comparten solamente la via del metabolismo de lipidos con las vacas,
sugiriendo que deberian existir diferencias a este nivel en el liquido folicular o los oocitos,
sin que hasta la fecha haya reportes al respecto en la literatura.
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Solo algunas publicaciones en reproduccion, han tratado de hacer comparaciones entre
bufalos y vacas con enfoque global del problema, es interesante ver como la evidencia de las
diferencias esta en aumento. Se puede encontrar con facilidad reportes sobre las diferencias
en genes especificos en eventos puntuales como la sefializacion para el reinicio de la
meiosis™?, o el papel de los factores transformantes sobre el desarrollo folicular®®). Para la
fisiologia de las células de granulosa y su papel en el desarrollo folicular se conoce mucha
informacidn en vacas, pero es escasa en bufalos y mucho menos su comparacion. Solo se
encuentra un articulo en el estudio de la transcriptomica de las células de granulosa bufalinas,
utilizando RNA seq y material de planta de faenado, encontrando expresion diferencial en
595 genes, cuando se comparan los estados iniciales con los finales del desarrollo folicular®.

La comparacién entre especies es un abordaje novedoso en el area de la biologia
reproductiva, estudiar el mismo fendémeno en igualdad de condiciones entre bufalos y vacas
muestra como cada especie ha desarrollado su propia forma de realizar sus procesos, que la
regulacién de los mismos tienen vias diferentes entre Bos indicus y Bubalus bubalis, por lo
cual los fendmenos deben estudiarse de forma particular para cada especie y que debe
evitarse la extrapolacion de la informacidn obtenida entre especies y ser base para el analisis
de la complejidad de los fendmenos estudiados, con la obligatoriedad de verlos de una
manera diferente, no reduccionista.
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