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RESUMEN.

La enfermedad quistica ovarica bovina es una importante enfermedad que afecta la fertilidad del ganado bovino lechero. Diversos procesos
ovaricos tales como la proliferacion celular y la esteroidogénesis se encuentran regulados por numerosas hormonas entre las que se encuentra la
insulina. La respuesta a esta hormona se desencadena luego de la unién a su receptor especifico. El objetivo de la presente revision es analizar la
funcién de intermediarios claves en la via de sefializacion intracelular, que acttan en los primeros estadios involucrados en la respuesta a
insulina. Se analizan el receptor de insulina (IR), el sustrato -1 del IR (IRS1) y la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) denotando
modificaciones ocurridas en foliculos quisticos que podrian influenciar negativamente en la funcionalidad de ovarios y contribuir a la
persistencia folicular.
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ABSTRACT.

Cystic ovarian disease (COD) is an important disease affecting fertility in dairy cattle. Several ovarian processes such as cell proliferation and
follicular cell steroidogenesis are regulated by numerous hormones including insulin. The hormone response is triggered after the binding to its
receptor. The aim of this review is to analyze the role of key intermediates in the intracellular signaling pathway that act in the early stages of the
insulin response. Therefore, insulin receptor (IR), IR substrate-1 (IRS1) and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) are analyzed showing changes
that occur in cystic follicles and which could negatively influence the functionality of ovaries and contribute to follicle persistence.
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INTRODUCCION

La enfermedad quistica ovarica (COD, del inglés
cystic ovarian disease) constituye uno de los desérdenes
reproductivos mas frecuentes en vacas lecheras de alta
produccion, afectando aproximadamente al 15% en una
lactancia. Estos problemas reproductivos se asocian a la
prolongacion de los intervalos parto-primer celo, parto-
concepcién y parto-parto (1). El rango de ocurrencia de
la COD es entre los 33 y los 148 dias postparto. La
incidencia de los quistes foliculares varia entre el 5 a
10%, si bien se reporta hasta un 30%, el 24% de los
quistes que aparecen antes de los 39 dias postparto
regresan espontaneamente (1, 2, 3). Por lo tanto, la
disminucién de la eficiencia reproductiva en bovinos
representa un factor importante de consecuencias
directas sobre los resultados productivos y econémicos
en la produccién de leche y carne (1, 4). En bovinos de
leche se ha demostrado que el indice de concepcioén se
reduce aproximadamente 1% y los problemas repro-
ductivos se triplican cuando la produccién de leche se
duplica (5). La COD presenta alto grado de incidencia
con un considerable impacto econémico, y debido a que
el mecanismo exacto por el cual se manifiesta no se
encuentra definido, existe un gran interés por estudiar
su etiopatogenia.

La COD se define como la presencia en el ovario de
una o mas estructuras foliculares mayores a 20 mm de
diametro y que persisten en ausencia de cuerpo ltteo
activo, interrumpiendo el ciclo reproductivo normal (1,
3, 6). Esta enfermedad puede originarse por mdltiples
variables entre las que se destacan los efectos del balan-
ce energético negativo (BEN), el estrés por calor y las
deficiencias nutricionales, entre otras. El BEN se
presenta fundamentalmente durante el periodo post-

parto temprano. Es debido a un incremento en la

demanda energética destinada al mantenimiento y
produccion de leche que supera al aporte de la dieta, con
disminucién enla capacidad ruminal consecuencia dela
gestacion. Por consiguiente, el animal requiere movili-
zar sus reservas corporales (7, 8, 9) conduciendo a
pérdida de la condicién corporal éptima. Todo lo
anterior sumado a los niveles nutricionales inferiores a
los requeridos afectan la reanudacién de la actividad
ovarica (10) o produce fallas durante la ovulacién cau-
sando persistencia folicular y anestro (11,12,13).

La seleccién de bovinos para mejorar la producciéon
de leche ha provocado modificaciones en el perfil hor-
monal, habiéndose determinado incrementos en las
hormonas que favorecen la produccién de leche tales
como la hormona de crecimiento (GH) y la prolactina
(PRL), y disminucién en los niveles de hormonas meta-
bolicas como la insulina al inicio de la lactancia (14). El
mayor requerimiento de glucosa por la glandula mama-
ria durante la lactancia para la sintesis de lactosa, causa
la disminucién de la glucemia y conduce a la ausencia
de estimulo para la liberacién de insulina. Los bajos
niveles de insulina y de glucosa determinados en el
postparto inhiben la secrecion de la hormona liberadora
de gonadotrofinas (GnRH) en el hipotdlamo y la subse-
cuente liberacién de la hormona luteinizante (LH) en la
hipéfisis (12). Esta interferencia en los mecanismos que
regulan el ajustado cronograma de eventos de la fase
folicular, principalmente del eje hipotalamo-hipofisa-
rio-gonadal, privarian al ovario de los niveles adecua-
dos de LH para la ovulacién, con la persistencia de
foliculos ovulatorios o prolongada fase luteal (15).

La insulina ejerce en el ovario efectos directos e
indirectos sobre la esteroidogénesis y el crecimiento de
las células dela granulosa y de la teca como se ha demos-

trado in vitro (16, 17) e in vivo (18, 19). Ademas, se ha
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postulado a la insulina como factor esencial para la
maduracién folicular (20) y la funcién ovarica normal
en el postparto (21) dado que incrementa la capacidad
esteroidogénica del foliculo dominante (22). Por otra
parte, la insulina estimula la expresion del receptor de
LH en las células de la granulosa de manera indirecta, a
través de la estimulacion del receptor del factor de
crecimiento andlogo a insulina tipo 1 (IGF R1) (23). Otro
factor relacionado a la accién de la insulina en el ovario
y que regula el crecimiento, la diferenciacion folicular y
la esteroidogénesis es el factor de crecimiento analogo
delainsulinatipo 1 (IGF1). Elrol mas relevante del IGF1
estd asociado a su capacidad para ejercer accién sinér-
gica con las gonadotrofinas y amplificar la esteroidogé-
nesis. Es asi que la concentracion del 17B-estradiol re-
sulta aumentada por la accion del IGF1 y es modulada
por los nivel es de insulina induciendo finalmente, el
pico de LH y la consecuente ovulacién del foliculo
dominante (22, 24, 25, 26).

Diversos factores metabdlicos y hormonales como
la insulina se han propuesto como principales media-
dores de las alteraciones caracteristicas de la COD (14,
17, 27, 28, 29). En este trabajo de revisiéon se propone
informar los avances inherentes al analisis de la sefiali-
zacion intracelular mediada por la insulina y su posible

contribucién al desarrollo dela COD.

RED DE SENALIZACION DE LA INSULINA

Los efectos bioldgicos de la insulina se inician a
partir de su unién al receptor, activindose una red de
sefializacién intracelular muy compleja que involucra
numerosas proteinas mensajeras, conocidas como
“docking proteins”, para finalmente controlar procesos
vitales en el organismo (30, 31). Durante décadas,

muchos investigadores han tratado de dilucidar los

eventos intracelulares que suceden luego de la
activacion del receptor de insulina (IR), sugiriendo que
posibles alteraciones en la cascada de sefalizacion parti-
ciparian enlas disfunciones ovéricas (32 - 35).

Para entender la disfuncionalidad de la red de sefia-
lizacién intracelular de la insulina y sus efectos en la
actividad ovdrica, es necesario revisar los conceptos
basicos sobre los mecanismos de accién de dicha hormo-
na. La estimulacion del IR conduce a la activacion de dos
vias principales: a) via de fosfatidilinositol-3-OH-
quinasa (PI3K), que ha sido estudiada ampliamente en
el contexto de la respuesta metabdlica a la insulina (36) y
b) cascada de la “proteina quinasa activada por mitdge-
no” (MAPK), que regula la expresiéon de genes que coo-
peran con la via PI3K para el control del crecimiento y la

diferenciacién celular (31).

Receptor de Insulina (IR)

La insulina circulante alcanza rapidamente el tejido
“blanco”, donde interacttia con su receptor (IR), una
proteina tirosina-quinasa transmembrana, cuya confi-
guracion es tetramérica: 02/p2 (37). Luego de la union
de la insulina a su receptor se produce autofosforilaciéon
inmediata que conduce a la cascada de fosforilaciones
de varios sustratos intracelulares que incluyen la fami-
lia de las proteinas “sustratos receptor de insulina”
(IRSs), siendo el primer punto critico en la red de sefali-

zaciénintracelular (31).

Sustrato receptor de insulina (IRS)

Se han identificado hasta el momento seis proteinas
pertenecientes a la familia IRS las que se designan como
IRS1 a 6 (30, 31). Los IRSs poseen un dominio homélogo
conservado (PH) localizado en la porcién amino-termi-

nal, que les permite acoplarse al receptor. Ademas,
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contienen un dominio carboxilo-terminal (PTB) en la
region PH que permite interactuar con los residuos de
tirosinas fosforiladas del receptor. Los dominios PTB de
los sustratos receptores de insulina 1y 2 (IRS1 e IRS2)
comparten el 75% de homologia en sus secuencias,
mientras que la regién carboxilo-terminal esta pobre-
mente conservada y contiene maltiples sitios de fosfori-
lacién de tirosinas que sirven como sitios de unién a
dominios del tipo SH2, como los presentes en la subuni-

dad reguladora dela PI3K (30).

Fosfatidilinositol-3-OH-quinasa (PI3K)
La enzima PI3K activa constituye otro punto critico
en la cascada de senializacion de insulina. La PI3K es un

heterodimero compuesto por dos subunidades: regula-
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dora y catalitica. La activacion de la subunidad catali-
tica depende de la interaccién de los dominios SH2 en la
subunidad reguladora con motivos especificos de fosfo-
tirosinas en sitios de las proteinas IRS. La unién de los
heterodimeros a las fosfotirosinas de las proteinas IRS
conduce a la produccién de fosfoinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) a partir de PIP2 en la membrana plasmatica (Fig.
1). Finalmente, estos fosfolipidos activan otros efectores
de la cascada de sefializacion que encuentran mediados
por la proteina quinasa B/ AKT (PKB). La PKB/AKT es
una serina/treonina quinasa y resulta ser uno de los
blancos implicados en la via de sefalizacién de la PI3K,
participando en la mayoria de los efectos metabdlicos de
la insulina e involucrando fosforilaciones de otros
sustratos tales como quinasas, proteinas sefales y

factores de transcripcién (31).
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Figura 1. Representacion de una de las principales vias de sefializaciéon de insulina luego de la union a su receptor de
membrana. INS: insulina, IR: receptor de insulina, IRS1: sustrato del receptor de insulina tipol, PI3K: fosfatidilinositol-3'OH-quinasa,
PI(4,5)P2: fosfoinositol-4,5-difosfato, PI(3,4,5)P3: fosfoinositol-3,4,5-trifosfato, mTOR: blanco en mamiferos de rapamicina, AKT/PKB:

proteina quinasa B.
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ALTERACIONES DE LA ViA DE SENALIZACION
DE LA INSULINA Y SU RELACION CON
TRASTORNOS REPRODUCTIVOS

Numerosas investigaciones han demostrado la
presencia de moléculas de la red de insulina (IR, IRS1,
PI3K, PKB, mTOR, FoxO, PPARY y otros) en los ovarios
de diferentes especies de mamiferos (vaca, rata, oveja)
necesarios para desencadenar los efectos orquestados
por esta hormona (35, 38-41). El rol fundamental de la
insulina en otros tejidos ha sido bien documentado (42-
45) y suimportancia en la reproduccién se ha reportado
ampliamente (46-49). En humanos, se demostré que las
células de la granulosa de los foliculos preantrales ex-
presan IR de manera creciente a medida que estos se
desarrollan (50). Ademas se han registrado incremen-
tos del ARNm del IR en ovarios de pacientes con
sindrome poliquistico ovarico (PCOS) (51). Por otra
parte, en estudios realizados con ratones knockout (rato-
nes heterocigotos para dos alelos nulos (IRS1 +/- e IRS2
+/-) se observé que la delecién de uno de los integran-
tes de la familia de IRS compromete la fertilidad de las
hembras (52).

Como se menciond, una causa importante de infer-
tilidad en vacas lecheras es la enfermedad quistica ova-
rica (COD) y en el proceso de formacion de los quistes
intervienen diferentes factores que contribuyen a la
complejidad de la patogénesis (6). En el ovario, la insu-
lina es capaz de modular la respuesta a las gonado-
trofinas en las células de la granulosa y en consecuencia
se la ha asociado con la esteroidogénesis. Se ha demos-
trado mediante la evaluacion de la expresion génica en
cultivos celulares la estrecha relacion entre los altos
niveles de 17p-estradiol del liquido folicular de folicu-
los preovulatorios y el incremento en la expresién del

IR, sugiriendo un rol de la insulina para conducir a los

foliculos a la ovulacién (53). Recientemente, nuestro
grupo de trabajo ha determinado la disminucién en la
expresion génica y proteica del IR y la tendencia similar
del IRS1 en células de la granulosa de foliculos quisticos
presentes en ovarios bovinos comparativamente respec-
to a los foliculos terciarios provenientes de ovarios bovi-
nos controles sin COD (Tabla 1). Estos resultados po-
drian significar la menor respuesta a la insulina en vacas
con COD, impidiendo la maduraciéon del foliculo, la
posterior ovulaciény la persistencia folicular (41).

Es conocido que la insulina es capaz de estimular la
division y la viabilidad celular luego de su unién al re-
ceptor y posterior transduccion de sefiales intracelula-
res a través de las vias MAPK y PI3K (31). Estos hallaz-
gos sustentan lo demostrado en estudios previos (54, 55)
respecto a la disminucién en el indice de proliferacién
de todas las capas celulares en foliculos quisticos de ani-
males con COD. Se ha determinado en cultivos de célu-
las de la granulosa de rata que la inhibicién de la enzima
PI3K interrumpe la regulacién positiva y/o activacion
inducida por la FSH, de diferentes marcadores, como
mTOR, HIF-1, implicados en la diferenciacién folicular
y otras proteinas sefal que controlan la traduccién del
ARNm (56). Ademas, la expresion del IR en cultivos de
células de la granulosa bovina resulta estimulada por la
hormona FSH (53). Los factores y su regulacion, citados
previamente, junto a la alteraciéon en la funcién y regula-
cién del eje hipotalamo-pituitario-gonadal descripto en
vacas con COD por Vanholder et al. (6), sugieren que las
variaciones en los niveles de gonadotrofinas durante el
desarrollo y crecimiento folicular podrian contribuir
con la alteracién en la expresion del IR segtin lo indican
nuestros resultados en animales con COD (41). La me-
nor expresion del IR, principalmente en foliculos quis-

ticos sugiere que la alteracion en los intermediarios de la
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via PI3K podria modificar las funciones ovdricas y
concuerda con lo reportado en los trabajos de nuestro
grupo (27,28,57).

El secuestro y la activaciéon de la enzima PI3K
intracelular puede inducirse por factores de creci-
miento y hormonas (58). En nuestro laboratorio hemos
determinado el incremento en los niveles del receptor
IGFR1 en vacas con COD, lo cual podria involucrar la
participacién dela via PI3K (Rodriguez et al., resultados
no publicados). También hemos hallado niveles
similares en la expresion de PI3K en foliculos quisticos
respecto a foliculos terciarios de animales sin la enfer-
medad (Tabla 1). Sin embargo, a pesar de no detectar
variaciones de la expresion génica y/ o proteica, no pue-
den descartarse posibles alteraciones de la actividad
enzimatica. Se pudo determinar un patrén diferente en
las células de la teca, donde la expresién proteica de la
PI3K fue mayor en foliculos terciarios que en quistes

(Tabla 1). Al respecto, Palaniappan et al. (59)

IR

AKT ?
mTOR ?

N 1 \) 1

IRS1 N 1
PI3K 1 N

demostraron el efecto estimulador de la insulina sobre la
proliferacion de las células intersticiales de la teca y las
proteinas reguladoras del ciclo celular, a través de la via
dependiente de moléculas que incluyen el blanco en
mamiferos de rapamicina (mTOR) y que representa el
efector corriente abajo del AKT. Es probable que la
disminucién en la expresién proteica de la PI3K
registrada en las células de la teca provenientes de
quistes ejerza efecto negativo sobre la respuesta
esperada. Por lo tanto, es probable que la alteraciéon en
las senales de insulina se traslade a etapas mas
avanzadas y comprometa la proliferacion y el indice de
apoptosis delas células dela teca.

Actualmente se estudian diferentes intermediarios
cascada abajo de las vias PI3K (AKT, mTOR) y MAPK
(ERK1,2) en animales con COD, para lograr dilucidarlos
mecanismos y las alteraciones que suceden en la red de
sefiales de insulina y sus consecuencias en el desarrollo

delaenfermedad.

& 1
1 \

?

Tabla 1. Expresion de intermediarios de la respuesta a insulina en foliculos quisticos respecto a foliculos terciarios control.
IR: receptor de insulina, IRS1: sustrato del receptor de insulina tipo1, PI3K: fosfatidilinositol-3'OH-quinasa, AKT: proteina quinasa B, mTOR:

blanco en mamiferos de rapamicina



Panzani CG et al. Respuesta a insulina en ovarios bovinos

Cs Morfol; 17(2) 2015 7

CONCLUSIONES

En la presente revision se analiza la importancia de
la insulina y su respuesta inducida por la unién a su re-
ceptor especifico en el ovario. A partir de dicha unién se
activan diferentes intermediarios intracelulares que
son moduladores importantes de la funcionalidad
ovérica. Particularmente, se destacan los roles de los
principales intermediarios en la respuesta a insulina
presentes en los foliculos ovaricos, aportando nueva

informacion acerca de los mecanismos de comunica-

cién intracelular cuyas alteraciones podrian conducir a
disfunciones foliculares y consecuentemente, favorecer

el desarrollo dela COD.
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