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MECANISMO DE ACCION DE LAS GONADOTROFINAS
SOBRE EL OVARIO BOVINO Y SU PARTICIPACION EN
LA ENFERMEDAD QUISTICA OVARICA
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RESUMEN

Las gonadotrofinas son esenciales para la funcion ovarica del bovino actuando, a través de la
interaccion con sus receptores, en la regulacion del crecimiento y la maduracion folicular asi como
en la esteroidogénesis. Se postula que cualquier modificacion en los mecanismos de transcripcion
y/o regulacion de dichos receptores podria ser un factor desencadenante de diferentes alteraciones
reproductivas entre las que se encuentra la enfermedad quistica ovarica (COD). La COD se define
como la interrupcion de los ciclos estrales normales debido a una falla en la ovulacion y conse-
cuente persistencia de un foliculo que aumenta de tamafio superando el didmetro ovulatorio. Se ha
demostrado que los receptores de gonadotrofinas presentan bajos niveles de expresion en ovarios
enfermos en relacion a ovarios sanos. Ademas, se han identificado una variedad de isoformas de
las gonadotrofinas que podrian ejercer un rol significativo en la regulacion de la expresion de los
receptores funcionales e intervenir en la patogenia de la COD, siendo ademas, una probable causa
de la falta de respuesta a los tratamientos.

Palabras claves: receptores de gonadotrofinas, ovarios, bovinos, enfermedad quistica ovarica,
gonadotrofinas.

SUMMARY

Mechanism of action of gonadotrophins in the bovine ovary and its
participation in cystic ovarian disease.

Gonadotrophins are essential for ovarian function in cattle acting, through interaction with their
receptors, in the regulation of follicular growth and maturation as in steroidogenesis. Accordingly,
any change in the transcription and/or regulation mechanisms of these receptors could trigger va-
rious reproductive abnormalities such as the Cystic Ovarian Disease (COD). COD is defined as the
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interruption of normal estrous cycles due to the persistence of a follicle increase in size, beyond the
ovulatory diameter. It has been demonstrated lower expression levels of gonadotrophin receptors in
diseased ovary relative to healthy ovaries. Furthermore, a variety of gonadotrophin isoforms have
been identified which could play a significant role in the expression regulation of functional receptors

intervening in the COD pathogenesis and being a likely cause for the lack of treatment response.

Key words. gonadotropin receptors, ovaries, cattle, cystic ovarian disease, gonadotrophin.

INTRODUCCION

Las hormonas gonadotrdficas luteinizante
(LH) y foliculoestimulante (FSH) son partes
integrales del intercambio neuroendocrino
del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal
que controla el ciclo estral de los rumian-
tes. Dichas hormonas son sintetizadas y
secretadas por las células gonadotrofas
adenohipofisarias luego de ser estimuladas
por la interaccion de la hormona liberadora
de gonadotrofinas (GnRH), secretada desde
el hipotalamo, con sus receptores. Luego de
viajar por la circulacion sanguinea, la LH y
FSH se unen a sus receptores especificos en
el ovario desencadenando la transduccion
de sefiales intracelulares que culminan la
comunicacion a la largo de dicho eje (Adams
et al., 2008).

La secrecion pulsatil de gonadotrofinas
varia durante el ciclo estral, los pulsos de
LH son de mayor frecuencia en la fase fo-
licular, para posteriormente disminuir en la
fase latea. Respecto a la FSH, la secrecion
ocurre en ondas durante la fase lutea del
ciclo, alcanzando una meseta en la fase fo-
licular, previo al pico de LH preovulatorio.
Estas variaciones ocurren debido al efecto
estimulador (retroalimentacion positiva) e
inhibidor (retroalimentacion negativa) que
ejercen las hormonas esteroideas ovaricas,
estrégenos y progesterona, sobre el eje
hipotalamo-hipofisario, originando como
consecuencia los ciclos reproductivos. La
accion de las hormonas esteroides sobre el

hipotalamo determina dos tipos de secrecion
de gonadotrofinas: “ténica”, manteniendo
niveles basales, y “ciclica”, produciendo un
aumento significativo en los niveles de LH
y FSH, segun la fase del ciclo, como se des-
cribié anteriormente (Adams et al., 2008).

Al comienzo de la fase folicular, los
foliculos inmaduros secretan bajas canti-
dades de estrogenos que inducen un efecto
de retroalimentacion negativa en el hipota-
lamo e hipofisis, provocando la secrecion
tonica de FSH y LH. Cuando uno de los
foliculos alcanza la fase preovulatoria, el
aumento sostenido de los niveles circulantes
de estrogenos estimula el centro ciclico del
hipotadlamo (retroalimentacion positiva)
produciéndose el pico preovulatorio de LH.
Este pico desencadena la maduracion final
del foliculo, la ovulacion y la luteinizacion
de la estructura folicular remanente, con
la consecuente formacion del cuerpo luteo
(Hafez, 1987).

Por otro lado, los foliculos en crecimien-
to secretan inhibina, la cual actia sobre la
hipdfisis inhibiendo hasta niveles muy bajos
la secrecion de FSH sin alterar la secrecion
de LH. Estos niveles hormonales producen
la atresia de los foliculos subordinados de
la onda folicular (Bo Caccia, 2003). La
razon por la cual el foliculo dominante
puede crecer con niveles reducidos de FSH
mientras que los subordinados se atresian,
se relacionaria con la sintesis del receptor de
LH (LHR) en las células de la granulosa del
foliculo dominante (Ginther ez al., 1996). To-
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dos los foliculos poseen LHR en las células
de latecay receptores de FSH (FSHR) en las
células de la granulosa (Ireland Richards,
1978), pero sélo el foliculo dominante
adquiere niveles significativos de LHR en
las células de la granulosa. La LH se unira
a los receptores de las células de la granu-
losa estimulando su desarrollo y una mayor
produccion de estrogenos que le permitiran
al foliculo continuar su crecimiento aunque
disminuyan los niveles de FSH circulantes
(Adams et al., 2008).

La ovulacion determina finalmente la
culminacion de la fase folicular y el co-
mienzo de la fase lutea del ciclo estral. En
la fase luteal, la elevada concentracion de
progesterona, producida por el cuerpo luteo,
en asociacion con la baja concentracion de
estrégenos, originan nuevamente la retroali-
mentacion negativa, de forma que las gona-
dotrofinas disminuyen a niveles basales.
No obstante, durante esta fase, se producen
ondas de FSH (dos o tres en el bovino)
que permiten un igual nimero de ondas de
crecimiento folicular (Adams et al., 2008).

Por tltimo, la lutedlisis o regresion del
cuerpo lateo y el paso al periodo de proestro
se produce por la secrecién de prostaglan-
dina (PGan) proveniente del endometrio
uterino no gestante. Este autacoide surge
a través de un mecanismo complejo que
involucra la exposicion del endometrio a
los estrogenos liberados por el foliculo ova-
rico en crecimiento, los cuales estimulan la
expresion de receptores de oxitocina en el
endometrio. Estos responden al estimulo de
oxitocina de origen hipotalamico y también
luteal, estimulando finalmente a la enzima
fosfolipasa A, y posterior sintesis de PGF, .
Esta ultima, al actuar mediante un complejo
mecanismo de sefializacion sobre células
luteas y endoteliales provoca la disminucion
en los niveles sanguineos de progesterona y
un consiguiente cese de la retroalimentacion

negativa que ejerce esta hormona sobre el
centro ciclico del hipotalamo. Desde este
centro surge una oleada de GnRH que esti-
mulara la liberacion de una nueva onda de
hormona FSH por parte de la adenohipofisis.
Por ultimo, en el ovario esta gonadotrofina
iniciara una nueva onda de crecimiento fo-
licular. (Pederson, 1970; Labadia Mazuecos,
1995; Richards et al., 2000).

Acciones de las gonadotrofinas
sobre las células ovdricas

Las acciones biologicas de las hormo-
nas gonadotroéficas sobre las células del
ovario estdn mediadas a través de su union
a receptores especificos localizados en la
membrana plasmatica (Kawate, 2004). La
FSH es la responsable del crecimiento y la
maduracion folicular asi como del proceso
de esteroideogénesis ovarica, cumpliendo
una funcion relevante en el inicio de la for-
macion de la cavidad antral. Asi, los foliculos
preantrales en su etapa tardia, y los foliculos
antrales tempranos, expresan FSHR. La
FSH estimula la mitosis de las células de la
granulosa, la formacion del liquido folicular
y la actividad esteroidogénica del foliculo
maduro (Bao Garverick, 1998; Webb et al.,
1999; Zurvarra et al., 2009; Pretheeban et
al., 2010; Alfaro et al., 2012).

Por su parte, la LH interviene en el
proceso de esteroideogénesis, ademas de
participar en la ovulacion y en la formacion
y mantenimiento del cuerpo luteo. La LH,
en concentraciones basales, interacciona con
sus receptores (LHR) presentes en las células
de la teca interna de los foliculos antrales
estimulando la producciéon de andrégenos.
Estos andrégenos poseen dos destinos posi-
bles, por un lado seran liberados a la circula-
cioén donde actuaran sobre las células blanco
a través de sus receptores especificos y por
otro, tanto los androégenos circulantes como
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aquellos recién sintetizados y secretados por
las células de la teca, pueden ser captados por
las células de la granulosa donde se produci-
rd su aromatizacion a estrégenos por accion
de las enzimas esteroidogénicas. Al mismo
tiempo, conforme avanza el desarrollo del
foliculo dominante, los niveles basales de
LH actuan conjuntamente con la FSH en la
estimulacion de la sintesis y secrecion de
estrogenos, dada la presencia del LHR en las
células de la granulosa de los foliculos do-
minantes (Bodensteiner ef al., 1996; Robert
et al., 2003). El incremento de la expresion
de LHR en el foliculo maduro, lo hace sen-
sible a las altas concentraciones de LH de
la onda preovulatoria, al mismo tiempo que
lo prepara para el proceso de luteinizacion
posterior a la ovulacion (Jolly ef al., 1994;
Mihm Austin, 2002; Wiltbank et al., 2002).

Receptores de gonadotrofinas

Como se menciond anteriormente, el
FSHR se expresa en las células de la granu-
losa de los foliculos preantrales primarios,
secundarios y antrales. Por su parte, el LHR
unicamente se expresa en células de la teca
en foliculos preantrales y antrales (Xu et al.,
1995; Kronenberg et al., 2009), mientras
que su expresion en células de la granulosa
solo se observa en los foliculos dominantes
preovulatorios (Xu et al., 1995; Bao Garve-
rick, 1998; Luo Wiltbank, 2006).

En un principio se sugiri6é que la expre-
sion del FSHR se regulaba por los niveles de
estrogenos y FSH. No obstante, estudios mas
recientes proporcionan una fuerte evidencia
acerca de que el receptor de androgenos
activado por su ligando provoca un aumento
en la expresion de FSHR en células de la
granulosa (Luo Wiltbank, 2006; Alfaro,
2012). Por otra parte, la expresion de LHR
en células de la granulosa es inducida por
la accion conjunta de estrogenos y de FSH,
como parte de los cambios que sufre el

foliculo dominante al acercarse al momento
de la ovulacion (Xu et al., 1995).

Desde un punto de vista estructural, los
receptores de gonadotrofinas son glico-
proteinas que pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteina G. La
activacion de estos receptores presentes en
la superficie celular, mediante la interaccion
con su ligando, puede desencadenar diferen-
tes vias de respuestas intracelulares a través
de la activacion de una o mas proteinas G.
Dichos receptores constan de una Unica
cadena polipeptidica de longitud variable
que contiene siete regiones transmembrana
conectadas por tres segmentos extracelulares
y tres intracelulares. Los receptores de gona-
dotrofinas, junto con el receptor de la tiro-
tropina (TSHR), constituyen una subfamilia
que presentan como caracteristica distintiva
un dominio extracelular inusualmente largo
que abarca casi la mitad del tamafio del
receptor (Vassart et al., 2004).

Las secuencias génicas de estos recepto-
res presentan estructuras complejas de
exones e intrones (Segaloff et al., 1990;
Simoni et al., 1997; Tena-Sempere ef al.,
1999). En bovinos, el LHR esta codificado
por un gen que comprende 11 exones y 10
intrones, mientras que el gen que codifica
para el FSHR esta constituido por 10 exones
y 9 intrones. El dominio extracelular esta
codificado por los exones 1 al 10 en el LHR
y por los exones 1 al 9 en el FSHR, mientras
que en ambos casos, el ultimo exdn codifica
para los dominios transmembrana, intra-
celular y una pequeiia region del dominio
extracelular contigua a la membrana plasma-
tica (Rajapaksha et al., 1996; Hillier, 2001;
Nogueira et al., 2010). Se ha demostrado que
el ARNm que codifica para el receptor com-
pleto (receptor full-length) es co-expresado
junto a diferentes transcriptos alternativos
(isoformas) en las gonadas de varias especies
incluyendo ovejas, ratas, ratones, bovinos,
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cerdos, conejos y humanos (Rajapaksha
et al., 1996; Nogueira et al., 2010). Por lo
tanto, se propuso que estas isoformas del
receptor podrian cumplir funciones regula-
doras de los efectos celulares de las gona-
dotrofinas. Aunque el nimero de isoformas
de los receptores parece ser especifico de
la especie estudiada o depender del método
empleado para su analisis, en bovinos se han
identificado al menos 3 transcriptos alterna-
tivos para FSHR (Rajapaksha et al., 1996;
Vannier ef al., 1996; Simoni et al., 1997) y
al menos 4 transcriptos alternativos para el
LHR (Robert et al., 2003; Kawate, 2004).
El analisis de los transcriptos alternativos
permitio establecer que codificaban para dos
tipos de receptores truncados: por un lado,
los que contienen una region del dominio
extracelular pero no poseen el dominio
transmembrana; y por otro, los que carecen
de un segmento del dominio extracelular o
intracelular pero que aun conservan el domi-
nio transmembrana. Un FSHR que presenta
una estructura con estas ultimas caracte-
risticas mencionadas ha sido descripto en
ovinos (Sairam et al., 1996). Dicho receptor
esta localizado en la membrana plasmatica,
mantiene la capacidad de unién a FSH, pero
es incapaz de transducir la sefial al interior
de la célula por activacion de la adenilato
ciclasa. Ademas, fue demostrado mediante
un ensayo in vitro que la co-expresion de
FSHR truncado junto con el receptor com-
pleto da como resultado una atenuacion en
la transduccion de la sefial mediada por este
ultimo (Sairam et al., 1996). En cuanto a las
isoformas carentes del dominio transmem-
brana, se propuso que podrian ser secretadas
al exterior de la célula, aunque no ha sido
confirmado atn. La expresion de un LHR
de este tipo en células de la linea HEK292
permiti6 establecer que el mismo no se se-
creta al exterior celular (Xie et al., 1990).
Sin embargo, un receptor con caracteristicas

similares fue secretado en forma parcial a
partir de células COS-7 y se demostré que la
co-expresion del LHR truncado con el recep-
tor completo mejora la produccion de AMPc
inducida por la gonadotrofina coridnica
humana (hCG) (VuHai-LuuThi ez al., 1992).

Regulacion de la expresion de
las diferentes isoformas de los
receptores de gonadotrofinas
mediante mecanismos de corte
y empalme alternativos

Los genes eucariotas estan divididos en pe-
quefios fragmentos de secuencia codificadora
(secuencias expresadas o exones), separadas
por otras secuencias de mayor longitud, las
denominadas secuencias intercaladas o intro-
nes. Por lo tanto, la secuencia que realmente
codifica un gen eucariota suele representar
so6lo una pequeia fraccion de la longitud total
del gen. Durante la sintesis de ARN, ambos
tipos de secuencias son transcriptas dando
lugar al transcripto primario o pre-ARNm.
No obstante, los intrones deben ser eliminados
de lamolécula de ARN recién sintetizada me-
diante un proceso conocido como maduracion
por corte y empalme del ARN (RNA splicing)
(Fig. 1). Por su parte, los exones se unen para
producir una molécula de ARNm que puede
ser traducida. Los exones, sin embargo, se
pueden unir de diferentes maneras. Como
resultado de este proceso, multiples isofor-
mas de ARNm y proteinas son producidas a
partir de un nimero relativamente pequefio
de genes. Los mecanismos de empalmes
alternativos afectan a la mayoria de los genes
eucariotas y son una de las principales fuentes
de diversidad de proteinas, permitiendo la
sintesis de multiples isoformas de receptores,
moléculas de adhesion, hormonas proteicas,
etc. (Alberts et al., 2010).

Los mecanismos de corte y empalme
alternativos son un proceso complejo que
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implica secuencias consenso especificas en
los exones e intrones del transcripto primario
ademas de multiples proteinas regulatorias.
Dichas reacciones dan como resultado di-
ferentes isoformas del ARN debido al uso
diferencial de los sitios de corte, la inclusion/
exclusion de exones o incluso la retencion
de intrones (Witkowska Nauman, 2011).
Alteraciones en estos mecanismos de
corte y empalme alternativos se observan
frecuentemente en diferentes tipos de enfer-
medades, incluyendo trastornos neurologi-
cos, enfermedades metabolicas hereditarias
y cancer. Las isoformas de ARNm que
son empalmadas de forma incorrecta, si se
traducen, pueden conducir a la sintesis de
proteinas con longitud, secuencia, o estruc-
tura alteradas. Esto puede llevar a un mal
funcionamiento de las mismas, alteraciones
de la fisiologia celular, y finalmente a una
enfermedad (Witkowska Nauman, 2011).
En bovinos y ovinos han sido descriptas
isoformas del LHR con una delecion del exon

10 y/o parte del exon 11 (Abnedennebi et
al., 2002; Robert et al., 2003). Asimismo, la
presencia de cuatro transcriptos alternativos
del LHR fue confirmada posteriormente en
células de la granulosa de vaquillonas Nelo-
re (Nogueira et al., 2010) y en células de la
granulosa y células de la teca de vacas Nelore
(Nogueira et al.,2007) (Fig. 2). Estos estudios
identificaron una isoforma con una delecion
del ex6n 3, ademas de las descriptas anterior-
mente. En la bibliografia, no se ha encontrado
informacion acerca de la implicancia funcio-
nal que involucra una delecion en el exon 3 en
los bovinos, y aunque los autores, en base a la
informacion obtenida en humanos y en ratas,
infieren un menor potencial deunionde LH a
esta isoforma, no existe una hipdtesis certera
acerca del rol fisiologico que cumpliria este
tipo de receptores. En otro estudio, Kawate
et al. (2002) demostraron que una isoforma
del LHR bovino con una delecion del exon 10
es transportada y posicionada en la superficie
celular aunque dicha delecion implica una

. 1 IEl - BEEE @ BN Aon
l TRANSCRIPCION
L EEN BN EEEEE AR
MADURMCION DEL ARN
[corte y empalme alternativo)
./_-H'H—.__‘-‘-“
G EECEEETEENTE AR\
l TRADUCCIGN
M COOH  HN ;_ COOH
isoforma A isoforma B

Fig. 1: Mecanismo de corte y empalme alternativo. Este proceso permite obtener distintas

moléculas de ARNm a partir de un unico transcripto de ARN primario.
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disminucioén de la afinidad del receptor hacia
la LH pero no hacia la hCG. En cuanto a las
isoformas que presentan una delecién en el
exon 11 se ha demostrado que son traducidas
como una proteina truncada (Kawate et al.,
2002). Este receptor no es transportado a la
superficie celular y es mantenido en el cito-
plasma conservando su capacidad de union al
ligando. En esta condicion estas isoformas no
serian funcionales.

Sin embargo, la hipdtesis de coopera-
cion de dimeros, trimeros u oligomeros de
receptores en la obtencidon de las formas
funcionales (mediante el transporte y po-
sicionamiento del receptor completo o el
control de la biodisponibilidad del ligando)
podria asignar una funciéon de relevancia a
las isoformas truncadas.

En ovinos se ha descripto que la mo-
dulacién de la expresion del LHR esta
directamente relacionada con la actividad
ovarica estacional. Es decir, la presencia de
transcriptos alternativos de dicho receptor
puede estar parcialmente relacionada con
las caracteristicas reproductivas estacionales
de los ovinos (Abdennebi et al., 2002). La

regulacion de los eventos de corte y empal-
me alternativos por hormonas o factores
especificos en numerosos genes estd bien
documentada. El efecto de tales factores
seria favorecer la utilizacién de ciertos
sitios de corte localizados corriente arriba
o corriente abajo del ex6n 11 dando como
resultado el LHR completo (durante el estro)
o sus isoformas (durante el anestro) (Zahler
et al., 1993; Chabot, 1996).

Por otra parte, los transcriptos completos
del FSHR en el bovino desaparecen cuando
las células de la granulosa del foliculo que
ovuld comienzan a luteinizarse, mientras
que los transcriptos truncados persisten en
el medio extracelular (Fig. 3). Estas observa-
ciones sugieren que los mismos pueden tener
diferente vida media y/o pueden sintetizarse
en una sucesion regulada. Teniendo en cuen-
ta que los multiples transcriptos del FSHR
podrian ejercer un rol bioldgico diferente, es
de esperar que existan diversos mecanismos
de regulacion para asegurar que se produz-
ca el transcripto correcto en la cantidad
necesaria en respuesta a sefiales biologicas
especificas (Rajapaksha et al., 1996).

__
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Fig. 2: Esquema que representa al receptor de LH bovino completo y a sus variantes generadas

por un mecanismo de empalme alternativo.
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Enfermedad quistica ovarica

La enfermedad quistica ovarica (COD,
del inglés: Cystic Ovarian Disease) es uno de
los desordenes reproductivos mas frecuentes
en vacas lecheras, en especial las de alta
produccion, provocando cuantiosas pérdidas
econdmicas para la produccion pecuaria
debido al incremento en los intervalos parto-
concepcidn y parto-parto (Vanholder ef al.,
2006). Dicha enfermedad puede afectar hasta
un 15% de las vacas en el periodo posparto,
antes del reinicio de la actividad ciclica re-
gular (Garverick, 1997; Peter, 2004).

La COD se caracteriza por la presencia de
estructuras foliculares dinamicas, descriptas
como foliculos anovulatorios tinicos o mul-
tiples, localizados en uno o ambos ovarios,
que tienen un didmetro mayor al didmetro
ovulatorio, con una persistencia de mas
de 6 dias, en ausencia de tejido luteal, sin
tonicidad uterina y con interrupcion de los
ciclos estrales normales (Silvia et al., 2002;
Bartolomé et al., 2005; Vanholder et al.,
2006). Los mismos pueden regresar y ser
reemplazados por nuevos; pueden atresiarse
o luteinizarse, e inclusive puede producirse
la ovulacion en presencia de ellos, lo que
evidencia el dinamismo de la enfermedad
(Hamilton et al., 1995; Silvia et al., 2002;
Vanholder et al., 2006). Los signos clinicos

que acompafian la presencia de quistes ova-
ricos son: anestro, intervalos interestrales
irregulares y en algunos casos, ninfomania
(Vanholder et al., 2006).

El desarrollo de los quistes foliculares
tiene una etiologia multifactorial debido
a la participaciéon de numerosos factores
clinicos, medioambientales y hereditarios
(Peter, 2004).

La hipotesis mas aceptada en la actualidad
acerca de la patogenia de la COD involucra
un desequilibrio neuroendocrino a nivel del
eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (Liptrap
McNally, 1976; Kesler Garverick, 1982;
Eyestone Ax, 1984; Bosu Peter, 1987;
Lopez-Diaz Bosu, 1992; Woolums Peter,
1994; Hamilton et al., 1995; Garverick,
1997; Zulu Penny, 1998; Dobson ef al.,
2000; Ribadu et al., 2000; Peter, 2004;
Monniaux et al., 2008). Segun esta hipotesis,
la causa principal de la enfermedad es una
deficiencia en la onda preovulatoria de LH
o un patron de liberacion aberrante de dicha
hormona.

La secrecion de estrogenos por parte de los
foliculos preovulatorios ejerce un mecanismo
de retroalimentacion positiva sobre el eje
hipotalamo-hipofisario causando la liberacion
del pico de LH desencadenante de la ovula-
cion. Una alteracion en este mecanismo puede
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Fig. 3: Esquema que representa al receptor de FSH bovino completo y a sus variantes generadas

por un mecanismo de empalme alternativo.
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dar como resultado una falla en la liberacion
de GnRH desde el hipotalamo y por ende, en
su accion a nivel hipofisario. La respuesta a
este evento es un pulso de LH inadecuado en
tiempo y forma durante la maduracion del fo-
liculo preovulatorio (Kesler Garverick, 1982;
Woolums Peter, 1994; Peter, 2004, Giimen
Wiltbank, 2005). Silvia et al. (2005) encon-
traron que aquellos foliculos destinados a
formar quistes secretan altas concentraciones
de estradiol mientras que el pico preovulatorio
de LH no ocurre. Ademas, se ha demostrado
que vacas con COD y con niveles elevados
de estrogenos endogenos son incapaces de
generar un pico de LH en respuesta a una
dosis de estradiol exdgeno, indicando que se
ha perdido la capacidad de responder a los
mecanismos de retroalimentacion positiva del
estradiol sobre el eje hipotalamo-hipofisario
(Zaied et al., 1981; De Silva Reeves, 1988;
Refsal et al., 1988).

Por otro lado, niveles elevados de estro-
genos podrian inhibir la secrecion de FSH y
producir una falla en la ovulacion luego de
que uno o varios foliculos de una onda de
crecimiento folicular se desarrollan y supe-
ran el tamafo ovulatorio. Al parecer, luego
de tres a cinco dias la hembra se adapta a
los niveles elevados de estrogenos y la con-
centracion de FSH aumenta, estimulando el
crecimiento de otros foliculos, algunos de los
cuales llegarian a alcanzar e incluso superar
el tamafio ovulatorio. Esto puede ocurrir en
condiciones de COD, cuando en presencia
de un Gnico quiste, comienza una nueva
onda folicular y un foliculo dominante (o
multiples foliculos dominantes) se desarrolla
(Cook et al., 1991).

Se ha observado que niveles suprabasales
de progesterona pueden desencadenar un
exagerado crecimiento folicular, alterando
la viabilidad ovocitaria y favoreciendo
la presentacion de quistes, posiblemente
como consecuencia de fallas en la luteolisis

(Pérez et al., 2002). Hatler ef al. (2003) han
observado que al momento del diagnéstico
de COD en bovinos, la mayoria de los casos
estaban acompafiados por concentraciones
suprabasales de progesterona. Se postula
que la concentracion elevada de progeste-
rona presente en las vacas afectadas por la
enfermedad es suficiente para mantener la
retroalimentacion negativa sobre el hipo-
talamo produciendo una disminucién en la
frecuencia de los pulsos de LH e inhibiendo
el pico preovulatorio de LH (Savio et al.,
1993; Duchens et al., 1994; Noble et al.,
2000; Hatler et al., 2003). En este contexto,
Silvia et al. (2002) sugieren que la ausencia
de sensibilidad del hipotalamo al estradiol
es debido a las concentraciones intermedias
de la progesterona. En consecuencia, se ha
planteado la hipotesis de que las concentra-
ciones suprabasales de progesterona pueden
actuar como un disparador para la formacion
de quistes foliculares (Silvia et al., 2002;
Robinson et al., 2005; 20006).

Numerosos estudios han caracterizado
la dinamica del crecimiento folicular, sin
embargo, la comprension de los cambios
celulares y moleculares que ocurren dentro
del foliculo ovarico antes del proceso de
anovulacion es todavia escasa. Una disfun-
cion a nivel del foliculo puede alterar el eje
hipotalamo-hipofisario-gonadal y causar la
formacion de foliculos ovaricos quisticos.

La emergencia de cada onda folicular es
precedida por un aumento transitorio en las
concentraciones plasmaticas de FSH tanto en
vacas con ciclos estrales normales (Cook et
al., 1990; Xu et al., 1995) como en aquellas
que presentan quistes ovaricos (Hamilton
et al., 1995). Sin embargo, el inicio de las
ondas foliculares puede ocurrir a intervalos
mas largos o mas irregulares en estas tltimas
(Hamilton ef al., 1995; Calder et al., 2001).
Estudios previos han demostrado que los
cambios en la concentracion o patrones de
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secrecion de FSH no parecen estar asociados
a la aparicion de quistes ovaricos (Brown et
al., 1982; Cook et al., 1990; Busato et al.,
1995; Hamilton et al., 1995), ya que la con-
centracion media, la frecuencia y la amplitud
de la onda de FSH no difieren entre vacas
controles y vacas con quistes (Cook et al.,
1990; Hamilton et al., 1995). Utilizando la
técnica de hibridacion in situ, Calder et al.
(2001) no hallaron variacion en el patron de
expresion del FSHR en foliculos antrales
normales en relacion a foliculos quisticos.
Estos hallazgos se contradicen con resultados
preliminares obtenidos por nuestro grupo de
trabajo (Alfaro, 2012), y podriamos atribuir
estas diferencias a la mayor sensibilidad
de la técnica utilizada en nuestro caso (RT-
PCR). Asimismo, los nuevos conocimientos
surgidos a partir del descubrimiento de la pre-
sencia de transcriptos alternativos del FSHR
(explicados anteriormente) podrian aportar
nuevos datos sobre aspectos fisioldgicos y
fisiopatologicos de las funciones de la FSH.

En relacion al LHR se ha postulado que
las alteraciones en su patron de expresion
pueden ser causa de anovulacion. Resultados
preliminares obtenidos por nuestro grupo
de trabajo coinciden con los reportados por
Kawate (2004), demostrando una menor ex-
presion en células foliculares de los quistes
con respecto a los controles normales. Sin
embargo, estos resultados son un punto de
discrepancia con otros autores que obtuvie-
ron resultados opuestos. Por un lado, Odore
et al. (1999) describieron niveles proteicos
similares del LHR en vacas normales res-
pecto a vacas con quistes, sugiriendo una
posible alteracion en el proceso de retroali-
mentacion positiva de los estrogenos sobre el
eje hipotalamo-hipofisario. Por otro, Calder
et al. (2001) detectaron mediante hibridacion
in situ, un aumento en los niveles de expre-
sion del ARNm de LHR en células de la
granulosa de foliculos quisticos dominantes

en comparacion con las de foliculos antrales
normales. Estos resultados concuerdan con
la descripcion de foliculos persistentes,
los cuales presentan niveles elevados del
LHR, capacidad estrogénica por periodos
prolongados, bajos niveles de progesterona
y alta frecuencia de LH (Hatler et al., 2003).
Sin embargo, algunos foliculos quisticos no
dominantes de animales con la enfermedad
expresaron cantidades detectables de ARNm
del LHR en células de la teca, mientras que
la expresion fue significativamente menor
en las células de la granulosa. En ese mismo
estudio se evalu6 el desarrollo de “quistes
jovenes” estableciéndose una ausencia de
diferencias significativas en la expresion
del ARNm de LHR entre los quistes jovenes
y los foliculos dominantes (Calder et al.,
2001). Las diferencias en los resultados de
distintos autores podrian explicarse en parte,
por los diferentes métodos empleados. Sin
embargo, estos estudios son incapaces de
establecer claramente una relacion causa-
efecto, dado que cualquier cambio detec-
tado puede ser primario o secundario a la
formacion de quistes. Ademas, no se han
hallado trabajos comparativos que incluyan
el analisis de las isoformas de LHR y FSHR
en el ovario bovino sano respecto a otros con
trastornos reproductivos, pudiendo ser ésta
otra posible explicacion a estos resultados
contradictorios.

Ademas de los cambios en la expresion de
receptores, las alteraciones en la capacidad
esteroidogénica de los foliculos dominantes
podrian desencadenar la formacion de quis-
tes. Esto se debe a que el estimulo a nivel
hipotalamico, para la consecuente liberacion
del pico preovulatorio de LH, depende de
una secrecion adecuada y suficiente de
estradiol por parte de la estructura folicu-
lar dominante (Calder et al., 2001). Beam
(1995) sugiri6 que la esteroidogénesis esta
aumentada durante el desarrollo temprano de

30 | Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 12 (1 - 2) 2013



Mecanismo de accion de las gonadotrofinas

quistes, lo cual podria alterar la sefial hacia
el eje hipotalamo-hipofisario. En este senti-
do, a través de una fuerte retroalimentacion
positiva, podria verse sobre-estimulada la
liberacion de LH llevando a la aparicion de
la onda preovulatoria de manera temprana
en relacion al desarrollo folicular. El foliculo
inmaduro, en consecuencia, no ovularia y
daria lugar a la formacion del quiste.

Estudios dirigidos a comprender los
cambios moleculares ocurridos en células de
la pared folicular respecto a la expresion y
caracterizacion de genes involucrados en la
transduccion de sefiales, permitieron abordar
aspectos relacionados a la proliferacion y
apoptosis en los estratos celulares de ovarios
sanos y sus alteraciones en los quistes (Peter
Dhanasekaran, 2003; Isobe et al., 2007,
Salvetti et al., 2010). Al respecto, algunos
investigadores sugieren que la apoptosis, asi
como la proliferacion celular, se encuentran
disminuidas en las estructuras foliculares de
animales con la enfermedad contribuyendo
a la persistencia de dichas estructuras (Isobe
Yoshimura, 2000 a,b; Isobe et al., 2007,
Salvetti et al., 2010).

Por otro lado, los cambios celulares
pueden presentarse como una produccion
aberrante de factores de crecimiento por
las células de la granulosa (Ortega et al.,
2007 a, 2008; Rey et al., 2010), mediante
alteraciones en las proteinas que componen
el citoesqueleto, ya sea en cantidad o tipo
de proteinas, (Salvetti et al., 2003; Ortega et
al., 2007 b) o por la secrecion inapropiada de
proteinas de la matriz extracelular (Salvetti
et al.,2003). Entre las proteinas de la matriz
extracelular, la vitronectina y la fibronectina
podrian tener un rol importante y su pro-
ducciodn pareceria estar influenciada por el
tamafio del foliculo (Perrone et al., 1995).

Aun resta discernir porqué una vez es-
tablecida la enfermedad, el porcentaje de

animales que responde a los tratamientos
basados en gonadotrofinas es reducido. Uno
de los tratamientos utilizados en los casos de
COD consiste en la administracion de GnRH
o sus analogos, la cual induce un pico de
LH, similar al pico preovulatorio, dentro de
2,5-3 horas de tratamiento, suficiente para
inducir la luteinizacion de los quistes, la
ovulacion (si existe un foliculo dominante) y
la formacion de un cuerpo ltteo en el ovario
que presenta el quiste o en el contralateral
(Nanda et al., 1989). Sin embargo, la tasa
de recuperacion luego del tratamiento es
del 49-56% (Cantley et al., 1975; Nakao
et al., 1985; Dinsmore et al., 1987; Nanda
et al., 1989), incrementandose cuando la
administracion de GnRH se combina con
Naloxona (Palomar ef al., 2008). La falla en
la recuperacion de casi el 50% de los anima-
les podria explicarse por la incapacidad de
las estructuras quisticas de responder al pico
de LH, tal vez asociado a alteraciones en las
células de la granulosa y de la teca (Kesler et
al., 1979), a un nimero insuficiente de LHR
en las células foliculares y/o a la disminu-
cion de la sensibilidad a la hormona LH por
alteracion del sitio de unidn a sus receptores
especificos (Nakao et al., 1979; Cairoli et
al., 2002). Ademas, es factible pensar que la
presencia de las distintas isoformas del LHR
podria ser responsable de la falla en la res-
puesta frente a los tratamientos hormonales
utilizados en la resolucion de trastornos re-
productivos o como herramientas en técnicas
de biotecnologia reproductiva, como ser la
superovulacion. Por su parte, el estudio de
los mecanismos de expresion y regulacion
del FSHR, asi como la dinamica del funcio-
namiento de sus isoformas, resulta de gran
interés ya que dicho receptor tendra un rol
fundamental en la correcta reanudacion de
la actividad ovarica.
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CONCLUSIONES

Considerando que la ciclicidad normal
del bovino es un proceso complejo estricta-
mente regulado por el eje hipotdlamo-
hipofisario-gonadal y que las hormonas
gonadotréficas LH y FSH son esenciales
para la funcion ovarica de diversas especies,
es de suponer que cualquier modificacion en
los mecanismos de transcripcion y/o regula-
cion de los receptores de dichas hormonas
podrian ser cruciales en la patogenia de la
COD. Como se ha mencionado anterior-
mente, numerosos cambios a nivel celular
han sido descriptos como consecuencia
del desarrollo de quistes, sin arribar a una
conclusion definitiva. Recientemente, al-
gunos de los trabajos de nuestro grupo han
permitido dilucidar cambios que podrian
estar asociados a componentes de la etiopa-
togenia de esta enfermedad. En este sentido
seran necesarios estudios complementarios
tendientes a dilucidar las alteraciones que
ocurren a nivel molecular, especialmente
en relacién de la expresion de genes y la
transduccion de sefiales que podrian verse
afectadas en las estructuras quisticas y ser
responsables de una respuesta aberrante
frente a estimulos gonadotroficos. Actual-
mente se ha demostrado que los receptores
de gonadotrofinas LHR y FSHR presentan
un patron de expresion alterado en ovarios
de animales afectados por la enfermedad en
relacion a ovarios sanos, evidenciandose una
disminucion en la expresion de los mismos
en los foliculos quisticos. En este contexto, la
identificacion de numerosas isoformas para
ambos tipos de receptores hace suponer que
las mismas podrian estar desempefiando un
rol significativo en la regulacion de la expre-
sion de las formas funcionales afectando la
respuesta a las gonadotrofinas en distintos
estados fisiologicos y patologicos.
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