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RESUMEN.

En respuesta a varios estresores, la hormona adrenocorticotrépica estimula la sintesis y secrecién de los glucocorticoides, los cuales pueden
afectar lareproduccion directamente por accion sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. En este sentido, es importante destacar que la ovulacion
ha sido descripta como un proceso inflamatorio localizado, donde una sucesién de eventos lleva a la degradacién proteolitica de un punto
especifico de la pared folicular para permitir la salida del ovocito. Por lo tanto, el cortisol liberado a causa del estrés podria actuar a nivel del sitio
ovulatorio inhibiendo la ovulacién al producir efectos antiinflamatorios locales. Si bien no ha sido demostrado que el ovario sea capaz de
producir glucocorticoides de novo, la hormona adrenocorticotrépica, a través de su unién a los receptores de melanocortinas en el ovario bovino,
es capaz de estimular la secrecién de hormonas esteroides tanto in vivo como in vitro, principalmente la secrecion de cortisol, y producir cambios
en la expresién de las enzimas 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasas responsables de la activacién/inactivacién del cortisol. Nuestros
resultados indican que la hormona adrenocorticotrépica puede estar implicada en los mecanismos regulatorios relacionados a la funcién ovarica
asociados conla ovulacion, la esteroidogénesis y la fisiopatologia de diferentes enfermedades reproductivas en bovinos.
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ABSTRACT.

In response to stressors, adrenocorticotropic hormone stimulates the synthesis and secretion of glucocorticoids, which can affect reproduction
acting on the hypothalamic-pituitary-ovarian axis. In this sense, that ovulation has been described as a localized inflammatory process, where a
sequence of events leading to proteolytic degradation of a specific point of the follicular wall to allow the exit of the oocyte. Hence, cortisol
released could act in the ovulatory site, inhibiting the ovulation through the production of local anti-inflammatory effects. Although has not been
demonstrated that the ovary is able to produce glucocorticoids de novo, adrenocorticotropic hormone, through binding to melanocortin receptors
in bovine ovary, it is able to stimulate the secretion of steroid hormones both in vivo and in vitro, mainly cortisol, and produce changes in the
expression of 11p-hydroxysteroid dehydrogenase enzymes responsible for the local activation / inactivation of cortisol. Our results indicate that
adrenocorticotropic hormone may be involved in regulatory mechanisms related to ovarian function associated with ovulation, ovarian
steroidogenesis, luteal function and the pathophysiology of various reproductive diseases in cattle.
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INTRODUCCION

Los procesos fisiolégicos normales se mantienen
gracias a un equilibrio dinamico y complejo, homeos-
tasis, el cual es desafiado permanentemente por factores
estresores. Estos factores acttian interna o externamente
sobre el organismo induciendo un esfuerzo adicional
para mantener un estado de equilibrio con su medio
interno y también con el ambiente externo. Cuando
dichos estresores alteran la homeostasis provocan una
respuesta conocida como estrés, caracterizada por la
activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal (1, 2).
Ante situaciones de estrés, el organismo de la mayoria
de los mamiferos reacciona activando una serie de
mecanismos fisiolégicos y conductuales, y cuando
dichos mecanismos resultan inadecuados (por prolon-
gados o excesivos) se pueden presentar consecuencias
negativas sobre las funciones fisiolégicas importantes
como por ejemplo lareproduccion (2-5).

Se sabe que una de las causas iniciales que
contribuyen a la patogenia de los principales trastornos
reproductivos de las vacas lecheras, como son la
Enfermedad Quistica Ovérica (COD) y el Sindrome de
Vaca Repetidora, es una falla en el mecanismo normal
de ovulacién, que lleva a su ausencia o a una falta de
coordinacién en los diferentes componentes del eje hi-
potalamo-hipéfisis-gonadal involucrados. En este sen-
tido, es importante destacar que la ovulacién ha sido
descripta por diversos autores como un proceso infla-
matorio localizado, donde una sucesion de eventos
lleva a la degradacion proteolitica de un punto especi-
fico de la pared folicular para permitir la salida del
ovocito (6, 7). Por lo tanto, el cortisol, un glucocorticoide
activo liberado en respuesta al estrés, podria inhibir la
ovulacién debido a sus acciones locales como un agente

antinflamatorio en el sitio de la ovulacion (8) (Fig. 1). En

este sentido, se ha postulado que el estrés inducido por
el ambiente o manejo inadecuado es un factor predispo-
nente muy importante para estas enfermedades repro-

ductivas (8).
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Figura 1: Interacciones del sistema reproductivo con el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal. El estrés generalmente inhibe
el sistema reproductivo femenino principalmente a través
del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (izquierda) a través de
1) la supresion de la hormona liberadora de gonadotropina
hipotalamica (GnRH) por la hormona liberadora de cortico-
tropina (CRH) y la f-endorfina inducida por CRH; 2) la inhi-
bicion de GnRH, la hormona luteinizante hipofisaria (LH) y
la secrecion ovarica de estradiol (E,) por cortisol; y 3) la resis-
tencia del ovario inducida por cortisol al estradiol.
Adaptado de Chrousoset al. (3).

Linea sélida: estimulacién, linea punteada: inhibicion.

Efectos del estrés sobre lareproduccién

Para lograr que el pico de LH se produzca en el mo-
mento adecuado, una serie de eventos, ajustadamente
controlados deben ocurrir en el hipotdlamo y la hipofi-
sis. Una vez removida la actividad inhibitoria de la
progesterona durante la lutedlisis, se incrementa la fre-

cuencia y amplitud de los pulsos de la hormona libe-
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radora de gonadotropina (GnRH), para culminar con el
pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH) en
respuesta al efecto de retroalimentacién positiva del
estradiol sobre el eje hipotalamo-hipofisario.

En respuesta a diversos factores estresores, como
por ejemplo el estrés calérico, el transporte, el manejo
reproductivo y el tratamiento exégeno con hormonas, el
eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (HHO) puede ser inhi-
bido en todos sus niveles por los componentes del eje hi-
potalamo-hipéfisis-adrenal (HHA). A nivel del hipota-
lamo, la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
suprime la secrecién de GnRH, ya sea directa o indirec-
tamente, a través de su acciéon mediada por las neuronas
secretoras de péptidos de proopiomelanocortina
(POMC) (2, 9). La hormona adrenocorticotrépica
(ACTH) estimula la liberacion de cortisol y progeste-
rona. Esta tltima acttia inhibiendo la liberacién de la
GnRH en el hipotdlamo, mientras que el cortisol inhibe
la liberacién de GnRH, alterando la respuesta de los
gonadotropos (hipdfisis) a la acciéon de la GnRH. Ade-
mas, el cortisol ejerce un efecto inhibitorio directo en el
ovario sobre la secrecion de estradiol (Fig. 1) y sobre el
contenido de receptores de la LH. Consecuentemente
falla el mecanismo de retroalimentacion positiva de
estrégenos, suprimiendo el pico preovulatorio dela LH,
bloqueando la ovulacién, con la consiguiente
persistencia del foliculo dominante y el desarrollo de
quistes foliculares (10, 11). A esto deben sumarse accio-
nes locales de las enzimas 11p-hidroxiesteroide deshi-
drogensas (11pHSDs), relacionadas con el metabolismo
de los glucocorticoides (GC), que interferirian en la
ovulacién (12) dado que la pared folicular bovina es
capaz deresponder in vitroala ACTH con cambios enla
secrecion de esteroides, incluyendo una mayor libera-

cion de cortisol (13).

Dentro de los factores involucrados, se ha demos-
trado que el transporte de los animales (considerado un
estresor agudo) produce un incremento en la presenta-
cién de ovulaciones silenciosas en ovejas, prolongando
el ciclo estral y provocando alteraciones ovdricas (14).
En particular, se ha comprobado que el transporte de 4
horas interrumpe el pico de LH durante la fase folicular
en ovejas (15) y en vacas (16), al interferir con su secre-
cién pulsatil y la produccién folicular de estradiol.

El estrés caldrico retrasa el desarrollo folicular y la
ovulacién, lo cual puede estar relacionado con el efecto
inhibidor directo de los GC sobre la secrecion de esteroi-
des gonadales y la sensibilidad del tejido diana a estos
esteroides sexuales (17). Con relacién al patrén de
secrecion de la LH en vacas con estrés por calor, se han
reportado disminuciones en su amplitud (18) y en la
frecuencia de los pulsos y cambios en las concentra-
ciones basales dela LH (19).

Enbovinos se ha encontrado unareducciéon de la tasa
de gestaciones cuando la inseminacién artificial se
realiza a animales incorporados a un nuevo lote de
animales o lugar de alojamiento, en contraste con lo
observado después de un proceso de adaptacién a dicho
manejo (4, 20).

En algunas situaciones, como ocurre durante el
estrés cronico debido a laminitis o fiebre, la frecuencia
pulsétil de GnRH/LH puede ser mas lenta, de modo tal
que el desarrollo folicular comienza, pero no puede
continuar a estadios avanzados donde se necesita una
mayor frecuencia de liberacién. De esta manera, el
animal no es capaz de desarrollar ciclos estrales
normales y se produce anestro. Esta situaciéon ha sido
descripta en animales expuestos a luz permanente
durante més de 10 semanas (21).

En otros casos, la frecuencia del pulso de GnRH/LH
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puede ser suficiente para soportar el desarrollo folicu-
lar pero con alteraciones en la liberaciéon de GnRH o la
sensibilidad de la hipdfisis al estradiol. De esta forma,
se genera una liberaciéon inadecuada de LH, incapaz de
producir ovulacién y luteinizacién, ocasionando la
persistencia folicular y el desarrollo de quistes
foliculares (22).

El tratamiento de bovinos con ACTH exdgena
retrasa el desarrollo folicular e inhibe la secrecion de LH
(23), mientras que en cerdas durante el proestro prolon-
ga la duracién del ciclo y promueve la formacién de
quistes foliculares luteinizados (24). Ademas, la ACTH
ocasiona en bovinos cambios en las concentraciones
séricas de las hormonas esteroides, con un aumento en
las concentraciones de estradiol, progesterona y corti-
sol, comparadas con las concentraciones séricas de
animales controles (25). Por otro lado, la concentraciéon
aumentada de cortisol en el liquido folicular de los
animales tratados con ACTH sugiere la existencia de un
mecanismo que regula la concentracién intrafolicular
de cortisol y una accién directa de la ACTH sobre los
foliculos ovéricos (25). En vacas, estudios in vitro han
confirmado que el cortisol afecta negativamente la
funcién folicular, especialmente a nivel de las células de
la teca, inhibiendo la produccién de andrégenos (26). El
cortisol inhibe la secrecién de estradiol por las células
de la granulosa bovinas y porcinas in vitro, al tiempo

quereduce el nimero de receptores de LH (10, 27).

Mecanismos de respuesta al estrés

Generalmente, un estresor activa dos sistemas
neuroendocrinos de proteccién, que son los encargados
de mediar en forma bidireccional las adaptaciones de
los organismos a situaciones potencialmente peli-

grosas.

Uno de ellos es el eje HHA en el cual el niicleo para-
ventricular del hipotdlamo sintetiza y secreta CRH y
hormona antidiurética (ADH). Estos neuropéptidos son
secretados dentro del sistema porta hipofisario para
estimular la produccién de péptidos derivados de la
POMC, ACTH, B-endorfinas y hormonas estimulantes
de melanocitos (MSH), en la pars distalis de la adenohi-
pofisis. La ACTH acttia sobre la corteza de las glandulas
adrenales para estimular la sintesis y secrecion de GC
(28, 29), lo cual induce una retroalimentacién negativa
del sistema e inhibe la secreciéon de hormonas desde el
hipotalamo y la hipéfisis. Esto reduce la secrecién de
CRH y la ADH, y también reduce directamente la esci-
sion de POMC en ACTH y B-endorfinas (28).

El segundo sistema es el simpatico-adrenérgico: la
estimulacion de este sistema implica la activacién de los
nucleos del tronco cerebral, el nervio vagal y la médula
adrenal. Laadrenalina y noradrenalina se producen en
la médula adrenal a través de la estimulacién simpatica
y los efectos locales del cortisol. Estas hormonas produ-
cen unaretroalimentacion positiva a nivel de la hipoéfisis
e incrementan de esa manera la transformacién de la
POMC en ACTH y pB-endorfinas (28).

La secrecion de esteroides ovaricos, la maduracion
folicular y la ciclicidad estral estan reguladas por el
sistema nervioso simpatico en conjunto con el sistema
endocrino. En este sentido, durante el estrés croénico
(debido a la alta produccién lactea, la sobrealimen-
tacion, etc.) ocurre la activacion del sistema simpético, lo
cual causa una exposicion crénica de las vacas a bajas
concentraciones de catecolaminas, con la consiguiente
alteracion de la actividad reproductiva (30, 31, 32). Se ha
demostrado que la induccién de quistes foliculares en
ratas esta precedida por una hiperactivacion de las

neuronas simpdticas que inervan al ovario y que la



Amweg AN et al. Implicancias del estrés en la fisiopatologia ovdrica en bovinos

Cs Morfol; 17(2) 2015 30

seccion del nervio ovérico superior recupera la cicli-
cidad estral y normaliza la respuesta a gonadotropinas
(33, 34). Ademés, la administracién de un agonista [3-
adrenérgico es capaz de desarrollar enfermedad
quistica ovarica (COD) en ratas, efecto que es revertido
al administrar el antagonista f-adrenérgico proprano-
lol (35). En el ovario bovino, se ha descripto que la pared
de los quistes foliculares presenta una mayor liberacién
basal de noradrenalina y que se observa una mayor
concentraciéon de ésta en el liquido folicular, lo que se
relaciona con una mayor secreciéon de testosterona en

estas estructuras ovaricas (36, 37).

Receptores de Melanocortinas

Como ya mencionamos,la ACTHylasMSHa, By y
(a-, B- y y- MSH) son hormonas derivadas del procesa-
miento post-traduccional de la molécula precursora
POMC (38). Estos productos, en conjunto, se llaman
péptidos de melanocortinas. La principal fuente de
melanocortinas es la glandula pituitaria, pero el gen
POMC ademas es expresado en algunas regiones del
cerebro como asi también en tejidos periféricos,
particularmente la piel (39).

Las melanocortinas naturales y sintéticas actian por
unién a receptores especificos en la superficie celular

denominados receptores de melanocortinas (MCRs)

(38, 40). En la actualidad se han caracterizado 5 recep-
tores (MC1R-MCBR), los cuales pertenecen a la familia
de receptores unidos a proteina G que median el sefiala-
miento de los péptidos derivados de la POMC (ACTH y
MSH), y se encuentran ampliamente distribuidos en
una gran variedad de tejidos donde cumplen diferentes
funciones (40-43) (Tabla1). Los MCRs han sido clonados
y se denominan MC1R, MC2R, MC3R, MC4R y MC5R.
Todos ellos median sus efectos primariamente por acti-
vaciéon del camino de sefializacién dependiente del
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (38). La interac-
cién entre las melanocortinas y la reproduccion ha sido
claramente establecida, en diferentes procesos relacio-
nados con el metabolismo, el estrés, la inmunidad y los
caminos de sefialamiento neuroendocrinos (39, 44).
Varios de estos receptores han sido estudiados en bovi-
nos (45), y recientemente se ha demostrado la expresion
y localizacién los cinco MCRs en diferentes compo-

nentes del ovario bovino (13).

MC2R y suinteraccién con ACTH

EIMC2R, receptor especifico para ACTH, se expresa
principalmente en la corteza adrenal donde media los
efectos de ACTH sobre la secrecion de esteroides (46). La
unién de ACTH al MC2R da lugar a un incremento del

AMPcy ala activacion de la proteina quinasa A, desen-

Receptor Principales sitios de Funciones fisioldgicas
expresion

MCIR Melanocitos, macréfagos Pigmentacion, inflamacion
MC2R Corteza adrenal Esteroidogénesis adrenal

Sistema nervioso central (SNC),
MC3R Homeostasis energética, inflamacion

tracto gastrointestinal, higado
MC4R SNC, cordén espinal Homeostasis energética, regulacion del apetito, funcion eréctil
MC5R Linfocitos, células exocrinas Funcién exocrina, regulacién de glandulas sebaceas

Tabla1: Miembros dela familia del receptor de melanocortina, expresiony acciéon. Adaptada de Ramachandrappaet al. (43).
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cadenando la cascada de sefializacién interna que es
esencial para la expresién de la enzimas esteroidogé-
nicas y la produccién de cortisol (47). El MC2R se
expresa en todas las zonas de la corteza adrenal, pero la
ACTH acttda principalmente en la zona fasciculada
estimulando la secrecidn de cortisol (48). La accién de la
ACTH sobre las células de la zona reticulada estimulala
producciéon de andrégenos adrenales (49).

Se ha demostrado que el MC2R se localiza en el reti-
culo endoplasmaético (RE) y que una proteina accesoria,
denominada proteina accesoria del MC2R (MRAP) es
esencial para la conducciéon del MC2R a la superficie
celular y su funcién (50). Se ha propuesto que MRAP
forma un homodimero antiparalelo en el RE y que éste
interacttia con MC2R, contribuyendo al correcto plega-
do del receptor. Luego de una modificaciéon post-
traduccional en el RE y aparato de Golgi, la estructura
heterotrimérica es conducida a la superficie celular,
donde es capaz dereconocer y respondera ACTH (51).

El efecto intraovérico de la ACTH ha sido demos-
trado en peces, donde esta hormona suprime la produc-
cién de gonadotrofinas estimulada por estradiol en los
foliculos ovaricos, y la expresién del MC2R demostrada
en ovarios y testiculos sugieren un rol para ACTHen la
regulacion de la funcién gonadal a través de los MCRs
(52). Por otro lado, se ha demostrado que la ACTH
modula directamente la funcionalidad ovérica en
conejos por medio de la sobre regulacion de la sintesis
de progesterona latea in vitroy a través de una estimu-
lacién/inhibicién dependiente del tiempo del cuerpo
lateo (CL) in vivo. (53). La ACTH estimula, en las células
adrenales de mamiferos (excepto en roedores), via la
cascada de sefiales que implican al AMPc y la proteina
quinasa A, la expresion de la enzima CYP17A1, la cual

es necesaria para 17a-hidroxilacién de pregnenolona y

progesterona en la biosintesis de cortisol y andrégenos
adrenales (54). La secrecién aumentada de cortisol ob-
servada en el medio de cultivo obtenido luego del
estimulo con ACTH de muestras de pared folicular de
ovarios bovinos, podria deberse a la presencia del
MC2R en las células de la teca, necesarios para que dicha
hormona cumpla su funcién (13). Estos resultados su-
mados al hecho que la ACTH es capaz de estimular la
secrecion de esteroides en el ovario tanto in vivo como in
vitroy que los foliculos ovéricos pueden estar expuestos
a altas concentraciones de GC activos en presencia de la
ACTH (25), sugieren que esta hormona, a través de su
efecto estimulante sobre la secrecién de esteroides,
podria estar directamente implicada, a través de sus re-
ceptores, en los mecanismos regulatorios de la funcién
ovarica asociados conla ovulacién, la esteroidogénesis y

la patogénesis dela COD.

Los Glucocorticoides y suaccion a nivel ovarico

Los GC endégenos, hormonas inducidas por estrés,
son sintetizados bajo el control del eje HHA. En res-
puesta a una gran variedad de estresores, la CRH hipo-
taldmica estimula la liberacion de ACTH desde la
hipofisis, y ésta induce la sintesis de GC en las células de
la zona fasciculada de la corteza adrenal. Los GC son
esenciales para la funcién fisiol6gica normal debido a
sus efectos regulatorios sobre el almacenamiento de glu-
cosa, el metabolismo de lipidos y proteinas, el desa-
rrollo, la diferenciacién celular, la respuesta inmune y la
reproduccion (55).

Los GC acttian en el ovario y otros tejidos del sistema
reproductivo bovino. En particular en el ovario, donde
se ha demostrado la expresién del GR (56, 57, 58), regu-
lan directamente la accién de las gonadotropinas y la

biosintesis esteroide (10, 59, 60, 61). Por otro lado, el
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cortisol modula la funcién del CL, influyendo en la
secrecién de progesterona (62), y es responsable del
mantenimiento del CL durante la prefiez tempana en el
bovino (62, 63).

Se ha demostrado en estudios in vitro que la accién
del cortisol sobre las células de la granulosa bovinas
aumenta la produccién de oxitocina (64) y la sintesis de
progesterona (10), mientras que estimulos in vitro con la
hormona foliculo estimulante (FSH) incrementa la pro-
duccién de andrégenos en cultivos de células de la teca
(10, 26). Ademas, se ha demostrado que los corticoides
suprimen la actividad de la enzima aromatasa
CYP19A1y disminuyen el ntimero de receptores de LH
en ratas (65, 66), vacas (10) y cerdas (67). En el ovario
humano, el cortisol aumenta su concentracion en el li-
quido folicular luego del pico preovulatorio de LH en
los foliculos ovulatorios (68). Como la ovulacién es un
evento inflamatorio caracterizado por un incremento
en la sintesis de citoquinas y prostaglandinas, el au-
mento de los GC anti-inflamatorios alrededor del perio-
do ovulatorio puede representar un mecanismo fisiol6-
gico para limitar el dafio causado por la ovulacién (69).
En este sentido, el entorno de GC en la pared folicular se
ajusta a nivel local en los foliculos ovulatorios bovinos.
Este mecanismo de defensa puede proteger a los
foliculos de los efectos adversos de los GC, previniendo
el exceso de reacciones inflamatorias asociadas con la
ovulacién por un incremento temporal de las concen-
traciones locales de los GC, constituyendo de esta
manera una parte integral del mecanismo regulatorio

de lafisiologia ovarica (60).

Enzimas 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasas
Los GC no son producidos de novo en el ovario, y las

acciones de estas hormonas son reguladas a nivel ova-

rico por la expresion relativa de dos enzimas 113HSDs:
una 11BHSD tipo 1 (11BHSD1) bi-direccional que princi-
palmente activa GC transformando cortisona en cortisol
en bovinos y humanos, y 11-dihidrocorticosterona en
corticosterona en roedores; y una 11BHSD tipo 2
(11BHSD2) que inactiva cortisol transformandolo en
cortisona (70) (Fig. 2).

Las enzimas 11pHSD1 y 11BHSD2 han sido clonadas
y son productos de distintos genes (71). Aunque ambas
tienen sitios activos similares, con una triada catalitica
que comprende tirosina, serina y lisina (72), la 11pHSD1
actia como un dimero o tetrdmero mientras que la
11BHSD2 parece ser sélo activa en su forma monomé-
rica. Laisoforma 11pHSD2 tiene un requerimiento abso-
luto de la forma oxidada de nicotinamida adenina dinu-
cleétido (NAD+) como un cofactor enzimético, mientras
que 11BHSD1 utiliza preferentemente nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADP+/NADPH).

La isoforma 11BHSD1 fue aislada originalmente de
higado (73), donde actda como una reductasa depen-
diente de NADPH para generar GC activos a partir de
11-cetoesteroides inertes. Luego del clonado de
11BHSD1 (74, 75), esta isoforma mostré estar amplia-
mente expresada, co-localizada con receptores de
glucocorticoides (GR) (76, 77). Sobre las bases de este
patrén de expresion, se acepta que el rol principal de
11BHSD1 es generar cortisol o corticosterona para la
activaciéon maxima de los GR (77). Sin embargo,
mientras que 11PHSD1 actia predominantemente
como una reductasa en células intactas, esta enzima es
inherentemente bidireccional; en células provistas con
NADP+, 11BHSD1 puede inactivar GC, aunque con baja
afinidad (74, 78). Asi, la direcciéon predominante de la
reaccion catalizada por 11BHSD1 depende del estado

redox de NADPH en una célula en particular. En células
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hepéticas, con un abundante abastecimiento de glucosa
y una via pentosa fosfato activa, mas NADP+ estaria en
forma reducida, favoreciendo la actividad reductasa
cetoesteroide NADPH dependiente de 11pHSD1. Sin
embargo, en las células esteroidogénicas de testiculo,
ovarioy placenta, la actividad de las enzimas citocromo
P450 NADPH dependientes, requeridas para la sintesis
de esteroides, favorecen la oxidacién de NADPH a
NADP+, promoviendo la actividad oxidativa de

11BHSD1 (71).

NADP+

NADPH NAD* NADH

Glucocorticoide 11-ceto esteroide
ACTIVO INHERTE
(cortisol) (cortisona)

NADP* NADPH

Figura 2: Interconversion de cortisol y cortisona por oxida-
cién o reduccién enzimatica en la posicion del carbono 11
(C11), catalizada por las isoformas de 11p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (113HSD). Adaptado de Michael etal. ( 71).

Expresion de las isoformas 11pHSD en el ovario
bovino

Las isoformas de la enzima 11BHSD han sido
estudiadas en las diferentes estructuras ovaricas de
varias especies. En el ovario de la mujer, la 113HSD2 ha
sido localizada en las células dela teca, presentando baja
actividad en los foliculos inmaduros; la expresion de
esta enzima es altamente dependiente del fenotipo fun-
cionaly la diferenciacién de las células (79, 80).

En mujeres y ratas, las células de la granulosa de los
foliculos preovulatorios expresan exclusivamente
11BHSD2 con un cambio en la ovulacion hacia la expre-
sién de 11BHSD1 en las células de la granulosa luteini-
zadas y el CL (81-84). Ademas, la tinica isoforma detec-
tada en el CL de la rata es la 11HSD1 (71). Esta transi-
cion desde la expresion de 11PHSD2 en las células
foliculares de la granulosa hacia la expresion de
11BHSD1 en las células granulosas luteinizadas es
acompanada por un cambio en la expresion del receptor
de mineralcorticoides hacia la expresion del GR en las
células luteinizadas, lo cual puede proteger la madura-
cién de los foliculos de los efectos supresores de los GC
(83, 85). A estas investigaciones debe sumarse el hecho
que ambas isoformas de 11BHSD se co-expresan en
células dela granulosay CL del ovario bovino (86).

Se han determinado las bases moleculares de la
transicion de 11BHSD2 a 11BHSD1 durante la luteiniza-
cion, concluyendo que la sobrexpresion de 11pHSD1 en
el momento de la ovulacién es inducida por las gonado-
tropinas (71). Como la ovulacién es un evento inflama-
torio, caracterizado por un incremento en la sintesis de
interleuquinas y prostaglandinas (87), la generacion
incrementada de GC anti-inflamatorios por la actividad
reductasa de 11HSD1 en el momento de la ovulacién,

podria representar un mecanismo fisiolégico para



Amweg AN et al. Implicancias del estrés en la fisiopatologia ovdrica en bovinos

Cs Morfol; 17(2) 2015 34

limitar el proceso inflamatorio en el ovario (59, 68). En
este sentido, se ha demostrado que los GC inhiben la
sintesis de prostaglandinas y citoquinas pro-inflamato-
rias en el ovario (88). Debido a que la expresion de
11BHSD1 es estimulada en las células de la granulosa
por la LH y por citoquinas pro-inflamatorias como la
interleuquina 1f (89, 90), la sintesis de GC via 11pHSD1
podria ser incrementada por las gonadotropinas y/o
citoquinas, como un aspecto integral de la cascada de la
ovulacién. Consistente con esta hipétesis, la concentra-
cién de cortisol total y libre en el liquido folicular
humano se incrementa en respuesta al pico preovulato-
rio de LH (71, 80). El incremento en el cortisol libre tam-
bién involucra el desplazamiento competitivo del corti-
sol desde las globulinas por la alta concentraciéon de
progesterona dentro del foliculo preovulatorio (59, 91).

Si bien es aceptando el rol de la LH y las interleu-
quinas en la transiciéon de la expresion de 11pHSD2
hacia 11BHSD1 en la ovulacién, este cambio preovula-
torio en las isoformas durante la luteinizaciéon podria
también involucrar la regulacién de su expresion a
través de las hormonas esteroides. Especificamente, la
expresion de 11BHSD2 en la granulosa podria ser
dependiente de la sintesis local de estrégenos, mientras
que la progesterona podria suprimir la expresion de
11BHSD2 o inducir la expresion de 11BHSD1 en células
luteinizadas, existiendo sélidas evidencias a favor de
esta teoria (92).

En trabajos realizados en bovinos, Tetsuka et al. (57)
demostraron que los foliculos maduros de ovarios
bovinos expresan ARNm codificante para 11pHSD1 y
11BHSD2 . La expresién de 11BHSD1 aumenta durante
la maduracion folicular en células de la granulosa y de
la teca interna, mientras que la expresion de 11pHSD2

es muy baja en células de la granulosa y no se modifica

en las células de la teca interna, indicando que 11pHSD1
es laisoforma predominante en foliculos bovinos madu-
ros. Por otro lado, FSH parece ser responsable de la so-
brerregulacion de la expresion génica de 11HSD1 en
células de la granulosa bovinas, como ha sido
demostrado in vitro en células de la granulosa de rata 'y
humano (80, 83). La expresion de 11BHSD2 no es afecta-
da por FSH, concluyendo que el metabolismo alterado
de los GC, asociada con la maduracion folicular, esta
primariamente regulada por 11pHSD1 en respuesta a
FSH en células de la granulosa bovinas (57). Ademas, se
ha demostrado que en el CL bovino se co-expresan
ambos isotipos, siendo predominante el ARNm para
11BHSD1 en CL activos y el ARNm para 11pHSD2 en
CL en regresion (85). Por otro lado, Amweg et al. (25)
demostraron en estudios in vitro que la estimulacion con
ACTH produjo un incremento en la expresiéon de
11BHSD1 en foliculos antrales y en quistes, y una dismi-
nucién en la expresion de 11BHSD2 en los quistes,
sugiriendo que la ACTH es capaz de inducir cambios en
la expresion de estas enzimas en el ovario bovino.
Ademas, indicaron que el aumento en la expresién de
11BHSD1 observada en los foliculos quisticos podria
asociarse con el incremento en la concentracién de corti-
sol hallado en el medio de cultivo, sugiriendo una im-
portante funcién regulatoria para esta enzima en la dis-
ponibilidad del cortisol a nivel ovérico, y unrol local del

cortisol en el crecimiento folicular y /o enla COD (25).

Receptor de glucocorticoides

Como se mencioné anteriormente, los GC acttan
como reguladores en una gran variedad de procesos
biol6gicos y desempefian un papel fundamental en la
fisiologia normal y la respuesta a estrés. Los GC realizan

sus acciones biolégicas a través de la unién a un receptor
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citoplasmatico especifico: GR (NR3C1) de la familia de
los receptores nucleares (93). La disponibilidad de los
GC para sus receptores en los tejidos periféricos, esta
regulada por las enzimas 11HSD (62, 94).

EIGR pertenece a una superfamilia de receptores de
hormonas esteroides que, ademads, incluye al receptor
de mineralcorticoides y a los receptores de la hormona
tiroidea, de hormonas sexuales, de dcido retinoico y de
vitamina D. Todos estos receptores tienen en comun el
dominio de unién al ADN, que es una zona central
corta, flanqueada por un dominio o extremo N terminal
(o amino terminal) variable y un extremo C-terminal (o
carboxilo terminal) relativamente variable. El dominio
N-terminal contiene la regiéon AF-1 (o independiente de
la hormona), que se ha relacionado con la actividad
transcripcional y la unién con proteinas coactivadoras y
factores transcripcionales. Por otro lado, el extremo C-
terminal contiene la regién AF-2, que es responsable de
launién alahormona (95) (Fig. 3).

Una vez sintetizados y secretados, los GC son trans-
portados hasta la superficie celular unidos a las globu-
linas fijadoras de GC. A continuacién, los GC son libe-
rados de la unién a estas globulinas y atraviesan la
membrana plasmética. Cuando la hormona se une al
GR, éste se libera de sus interacciones con algunas pro-
teinas como las 2 subunidades de proteinas de shock
térmico o HSP90, la inmunofilina p59 y la fosfoproteina
P23, y esto induce un cambio en la conformacién del re-
ceptor que tiene como resultado la activaciéon del
mismo, lo que permite su translocacién al ntcleo, don-
de se une al ADN a través de su dominio central en
forma de dimeros. Sin embargo, existen evidencias de
que también se producen fenémenos de transporte cito-
plasmatico-nuclear del GR no unido a hormona través

de la sefal de localizacién nuclear (96). La unién del

complejo GC-GR a secuencias especificas de ADN, los
elementos de respuesta a GC situados en la regién 5'
promotora de los genes diana conduce a la induccién o
la represién de la transcripcion génica (97, 98, 99). De
este modo, los GC regulan la expresion del ARNm de
moléculas inflamatorias directa o indirectamente a
través de la sintesis de proteinas anti-inflamatorias, o
mas importante, por mecanismos de transrepresion (63,

97,100,101).
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Figura 3: Estructura funcional del receptor de glucocorticoi-
des. La proteina del receptor de glucocorticoides tiene 3 do-
minios: el aminoterminal, el de unién al ADN (DBD: DNA
binding domain)y el carboxiterminal para unién a lahormona.
En la zona central se encuentran los 2 anillos de cinc. Tam-
bién se muestran los lugares de fosforilacién, asi como las
zonas de unién independiente del ligando (AF-1) y depen-
diente del ligando (AF-2) relacionadas con las funciones de
activacion transcripcional. Adaptado de Cosioetal. (95).

El1GR enlareproduccion

EI GR estan presentes en el ovario de varias especies,
incluido humano (102), rata (83), oveja (103) y bovino
(57, 62). En este sentido, se ha demostrado que las
células luteales en la mujer, vaca y rata son sitios poten-
ciales paralaaccién y el metabolismo delos GC debido a
que expresan GR nucleares (56, 83, 102). Ademas, el cor-
tisol via el GR reduce la frecuencia de los pulsos de LHy
actta para suprimir la secrecion pulsatil de GnRH en la
fase folicular del ciclo estral en ovejas (103,104).

Los GR se expresan conjuntamente con ambas isofor-

mas de la enzima 11pHSD en el CL (56, 85) y en el endo-
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metrio bovino (105) a través del ciclo estral y la prefiez
temprana (62, 63). Se ha demostrado que los ARNm del
GRYy las enzimas 11pHSDs tienen una mayor expresion
en el endometrio de vacas prefiadas que en tejidos obte-
nidos de animales ciclando (63). Estos y otros resulta-
dos (106) demuestran que el metabolismo del cortisol y
la expresion de los GR pueden ser diferentes depen-
diendo del estado fisiol6gico del titero y de la influencia
de factores relacionados a la prefiez.

En bovinos, Tetsuka et al. (57) demostraron que el
GR se expresa en todos los estadios del crecimiento y
dominancia folicular, como asi también en foliculos
atrésicos tempranos y tardios, observandose una expre-
sion aumentada del ARNm de las 11pHSD y del GR en
los foliculos atrésicos. Sin embargo, ni la maduracién
folicular ni el estimulo hormonal parecen afectar la
expresion del ARNm del GR, lo que sugiere que laregu-
lacién transcripcional del GR no es parte del mecanismo
regulatorio de GC ovéricos en bovinos. Por otro lado,
Park et al. (58) demostraron en ovario de rata que la ex-
presion génica del GR aumenta significativamente en
los foliculos quisticos inducidos con ACTH en relaciéon
a los foliculos controles. Estos resultados se relacionan
con los obtenidos en bovinos en los cuales la expresion
proteica del GR fue significativamente mayor en folicu-
los antrales y quisticos de animales con COD en rela-

ciénalos foliculos antrales controles (107).

CONCLUSION GENERAL

Los factores estresores podrian afectar directamente
las funciones reproductivas, no solo a través del eje hi-
potélamo-hipdfisis-adrenal, sino mediante una acciéon
directa de la ACTH a nivel ovarico. En este sentido, la
ACTH, a través de su unién a los MCRs, es capaz de in-
ducir la secrecién de esteroides en el ovario tanto in vivo
como in vitro, particularmente la secreciéon de cortisol, lo
que sugiere la existencia de un mecanismo que regula la
concentracion intrafolicular de este glucocorticoide y
una accién directa de la ACTH sobre el ovario bovino.
Por otro lado, la ACTH es capaz de inducir la expresion
de la enzima 11pHSD1, implicada en la disponibilidad
de cortisol, y del GR en los foliculos ovaricos bovinos.
Esto podria asociarse con el incremento en la concentra-
cion de cortisol estimulada porla ACTH sugiriendo una
importante funcién regulatoria para la enzima
11BHSD1 en la disponibilidad del cortisol a nivel ovari-
co, y un rol local del cortisol, a través de la unién a su
receptor, en el crecimiento folicular y/o en el desarrollo
de la COD. Todo lo expuesto, permite inferir que la
ACTH puede estar implicada en los mecanismos regula-
torios relacionados a la funcién ovarica asociados con la
ovulacion, la esteroidogénesis y la patogénesis de dife-

rentes enfermedades reproductivas en bovinos.
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