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Resumen

El cuerpo llteo es una glandula endocrina transitoria que produce progesterona durante un tiempo
determinado por la gestacion. Cuando no hay prefiez, el cuerpo Iteo sufre un proceso de regresion conocido
como lutedlisis, el cual divide en: funcional, por la pérdida de la capacidad de sintetizar progesterona; y
estructural, por la pérdida de integridad celular. La luteélisis es inducida principalmente por la PGF, , y
de manera secundaria a través de otras rutas paralelas mediadas por calcio, citoquinas, especies reactivas
de oxigeno y endotelinas. Todos estos factores conducen finalmente a la inhibicion de la esteroidogénesis
y/o en la induccion de la apoptosis. En este articulo tratamos de integrar la informacion disponible en la
literatura y proponemos un mapa de los eventos celulares y moleculares que dan cuenta de este fendmeno
fundamental en la reproduccion de la especie bovina.
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Summary

The corpus luteum is a transient gland that produces progesterone during a period of time that is
determined by the length of gestation. When there is no gestation the corpus luteum undergoes regression,
a process commonly known as luteolysis. This process has been divided in: functional, since there is a
lost of the capacity to synthesize progesterone; and structural, because there is a disruption of the cellular
structure. PGF, , is the principal luteolytic factor, but there are other parallel pathway mediated by calcium,
cytokines, reactive oxygen species and endothelins. All these routes end up in inhibition of steroidogenesis
and/or apoptosis. In this article we try to integrate the information present in the literature and propose a
map depicting the major cellular and molecular events taking place in this process that is fundamental en
bovine reproduction.
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Introduccion

El foliculo estd compuesto por dos tipos de
células: las células de la teca, productoras de
androsteniediona a partir de la progesterona y, las
células de la granulosa que reciben este metabolito,
lo aromatizan y lo convierten en estradiol. Poco
antes de la ovulacion, durante el pico preovulatorio
de la hormona luteinizante (LH), las células de la
granulosa que recubren el foliculo preovulatorio
adquieren la capacidad de producir progesterona
a partir de colesterol y pierden la capacidad de
producir estrdgenos debido a la inhibicion de
la produccion de la enzima aromatasa. A este
fendmeno de diferenciacion celular se le conoce
como luteinizacion. Luego de la ovulacion se forma
el cuerpo luteo (CL) a partir de la hipertrofia de
las células de la granulosa y de la teca que por su
cambio morfoldgico comienzan a denominarse
células luteales grandes (GCL) y células luteales
pequefias (PCL), respectivamente. Entre los dos
a tres dias post-ovulaciéon, el CL desarrolla una
intensa angiogénesis (12), lo que lo convierte,
proporcionalmente, en uno de los drganos mas
vascularizados del organismo.

El cuerpo lateo es una glandula endocrina
transitoria, cuyo principal producto de secrecién
es la progesterona y participa en mdultiples
procesos como el reconocimiento, la adhesién e
implantacién del conceptus, el mantenimiento de la
gestacion en sus estadios tempranos y la regulacion
de la dindmica folicular.

La produccion de progesterona es estimulada
principalmente por la actividad luteotropica de la
LH y en menor proporcion por otras hormonas
como la GnRH, la prolactina y la catecolamina.
El receptor para LH tiene siete segmentos
transmembranales y pertenece al grupo de
receptores acoplados a proteina G. Cuando la LH
se une al receptor se activa la adenilil ciclasa (AC),
lo que aumenta los niveles de AMPc y este estimula
quinasas para la fosforilacion de la aromatasa
p450scc, induciendo la produccién de progesterona.
La vida media del cuerpo liteo en bovinos es
de 12 a 15 dias después de los cuales pierde su
funcionalidad y su morfologia; a este Gltimo proceso
se le denomina lutedlisis.
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La lutedlisis ha sido analizada en dos pasos,
aparentemente consecutivos: a) luteolisis funcional,
que es la pérdida de la capacidad de sintetizar
progesterona; y b) lutedlisis estructural, que es
la involucién del CL acompafiada de la pérdida
en la integridad de sus células (19). La PGF,,
que es la principal luteolisina, se produce en las
celulas endometriales y también en el cuerpo
Iiteo en menor concentracion; es transportada
a través de un mecanismo de contracorriente de
la vena uterina, a la arteria ovarica ipsilateral al
ovario donde se ha formado el cuerpo luteo. Para
que el CL sea sensible a la PGF, debe alcanzar
cierto estado de madurez, caracterizado por una
amplia vascularizacion y por la produccion de
progesterona que lleva a niveles por encima de
Ing/mL; esto ocurre hacia el dia 5 del ciclo estral.
La accion de la prostaglandina que conduce
a la lutedlisis consiste en la inhibicion de la
esteroidogenesis y la induccion de la apoptosis,
mediante el desencadenamiento de cascadas de
sefializacion que involucran hormonas como la
prolactina; citoquinas como el Factor de Necrosis
Tumoral alpha (TNFa), el Interferon gamma
(IFNYy) vy el Fas ligando (FasL); especies reactivas
de oxigeno (ROS), endotelina-1(E1) y la proteina
70 (HSP70) de choque térmico, entre otros (9).

El receptor de PGF, (rPGF), es miembro de
la familia de receptores acoplados a proteina G
y consta de siete dominios transmembranales.
En el cuerpo lGteo de bovinos se han encontrado
receptores en las GCL y PCL, asi como en
células del endotelio microvascular. ElI rPGF
existe en dos formas, de alta y baja afinidad,
cuya expresion depende de la cantidad de
oxitocina producida por las GCL; niveles bajos
de oxitocina estimulan la exposicion de los
rPGF de alta afinidad a los que se unen pequefias
concentraciones de PGF, que en ese momento
produce el endometrio. A medida que transcurre
el ciclo estral, aumenta la secrecion de oxitocina,
lo que induce la produccién de niveles altos de
PGF,_ con lo que se activan los receptores de baja
afinidad que, a su vez, incrementan la secrecion
cada vez mayor de oxitocina con la consecuente
activacion de la cascada que induce la reduccion
en la secrecion de progesterona (rutas 1, 3 y 4)
(véase Figura 1).
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En la literatura existe informacion sobre los
mecanismos asociados a la lutedlisis pero hace falta
un tratamiento integrado y tal es el objetivo del
presente articulo.

Regulacion de la exocitosis de la oxitocina

En las GCL y PCL, la union de la PGF,_al rPG
(ruta 1) activa la fosfolipasa C B (FLC f), mediante
el acoplamiento a la proteina Gg/11, lo que causa
la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-fosfato
(IP2) para formar diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3) como segundos mensajeros. El I1P3
se une a sus receptores en el reticulo endoplasmico
(RE) y estimula la liberacion de iones de Ca** que
elevan la concentracion de Ca intracitoplasmatico,
induciendo rutas internas de sefializacion como las
MARKS (ruta 1y 3) y otras desconocidas.

En contraste con otras especies, donde la PGF,
inhibe la acumulacién de AMPc por la accion de
las gonadotropinas sobre la AC, en bovinos la
capacidad de la PGF, de amplificar la acumulacion
de AMPc inducido por agonistas estd mediado por
proteina quinasa C (PKC) (ruta 3).

La enzima IP3-3-quinasa (IP3K), es una de las
enzimas dependientes de Ca-calmodulina (CaM)
activada luego del tratamiento con PGF, ; esta
enzima fosforila a IP3 para producir una isoforma
de IP4 que puede regular la entrada de Ca a través
de la membrana de las células luteales bovinas
(ruta 2). Algunos efectos de la PGF, requieren la
activacion de las enzimas dependientes de CaM,
que son activadas por el calcio intracelular.

La PGF,  estimula la exocitosis de oxitocina in
vivo e in vitro mediante la activacion del sistema
de sefializacion FLC/PKC (proteina quinasa C)
(rutas 1 y 3). Las GCL bovinas contienen grandes
cantidades de vesiculas transportadoras de granulos
densos de oxitocina durante la fase media del ciclo
estral (dias 7 a 14), dispuestos en grupos cercanos
al ndcleo, diferente al patron difuso observado en
ovejas y cerdas. La administracion de PGF,  estimula
la exocitosis de oxitocina luteal, incrementando sus
niveles séricos (5).

Para la exocitosis de oxitocina se propone un
modelo que involucra a la proteina MARCKS
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(sustrato de PKC rico en alanina myristoilada); el
dominio efector de MARCKS esta unido a la actina
del citoesqueleto (ruta 3) y cuando es fosforilado
por la PKC, se libera, induciendo la remodelacion
del mismo al incrementar la polimerizacion de los
filamentos de actina, lo que conlleva a la migracion
de los granulos de oxitocina hacia la membrana
plasmatica y a su exocitosis.

Vias de inhibicion de la esteroidogénesis

La union de PGF, a su receptor puede activar
mediante ésteres de forbol (e-forbol) a una PKC,
desencadenando la cascada luteolitica mediada por
fosforilaciones secuenciales de proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK) (ruta 4i). La
PKC que es sensible a e-forbol, fosforila y activa
a Raf-1 y B-Raf (MAPKKKS), las cuales a su vez
fosforilan a MEK1 (MAPKK) lo que promueve, por
fosforilacion, la translocacion al ndcleo de Erkl y
Erk2 (MAPKS). En el nacleo, Erkl y Erk2 inhiben
la trascripcion de ARNm para StAR (Proteina
reguladora aguda de la esteroidogénesis) (15, 14).
Durante la luteinizacién la produccién de StAR es
inducida por la LH (ruta 4a), cumpliendo funciones
de sefalizacion para la produccién de progesterona.
La via de sefializacion por MAPK mediada por
PGF,, puede conducir a la expresion de oncogenes
de respuesta inmediata-temprana como c-fos y c-jun
(ruta 4i). El factor de transcripcién p62 se activa al
ser fosforilado por Erk, induciendo la trascripcion de
c-fos y c-jun (9). Las proteinas Fos y Jun traducidas
son factores de trascripcion para la proteina
activadora 1 (AP-1), la cual regula la trascripcion de
numerosos genes, posiblemente involucrados en la
apoptosis inducida por PGF,_ (9).

La PGF, a través de un mecanismo aln
desconocido y mediado por écido lisofosfatidico,
(ruta 5) activa las proteinas Rho, proteinas
involucradas en la regulacion de la actina, que
hacen perder la arquitectura del citoesqueleto con
la posible incapacidad de que la progesterona sea
secretada por la célula luteal (17).

Se ha propuesto que el tratamiento con PGF,
puede inducir un incremento en las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (4) a nivel de células
luteales, con la subsecuente inhibicion de el
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citocromo P450c (ruta 9). Las ROS se producen
bajo condiciones fisiologicas en todas las células y
cumplen funciones de sefializacion, ocasionando
cambios en la citoarquitectura, que conllevan a
la pérdida de funcionalidad celular y disminuyen
ademaés la esteroidogénesis al inhibir la sefializacion
para STAR, mediada por LH (ruta 5y 9) (2). En
células luteales bovinas en regresion, ocurre un
cambio en la fase de transicion liquida-gel de la
membrana, probablemente por reorganizacion de
los fosfolipidos (3), lo que conllevaria al aumento
de la peroxidacion y produccion de ROS que
favorecen, a su vez, la lutedlisis por el efecto sobre
los componentes citoplasmicos.

Vias que desencadenan procesos apoptéticos

En bovinos, la proteina y el ARNm para FAS y
FasL (ruta 6) parecen mediar también la lutedlisis
por apoptosis (11), a través de la activacion de
caspasa-3, una caspasa efectora central (6). El
receptor de FasL es un dimero proteico con un
solo segmento transmembranal que en su porcion
intracitoplasmética tiene un dominio de union de
muerte celular (DD), al cual se une la proteina FADD,
que a su vez tiene un dominio efector de muerte
(DED), que es el sitio de union de la procaspasa-
8 para formar el complejo sefializador para la
induccion de muerte (DISC). Las procaspasas-8
reclutadas, se clivan para activarse en caspasa-8.
La ruta apoptédtica (13) se desencadena cuando la
caspasa-8 activa a la proteina Bid para formar el
poro de transicién de permeabilidad mitocondrial
(PTP) que permite la salida de citocromo ¢ (cit-c),
SMAC/Diablo e IAP. En las células luteales bovinas
se forma el complejo apoptosoma (cit-c, Apaf 1,
dATP y procaspasa-9) que media la apoptosis a
través de la activacién consecutiva de caspasa 9 y
caspasa 3.

Receptores para TNF_se ha encontrado de dos
tipos: TNFRI o TNFRII, tanto en las GLC y PLC
como en las células endoteliales; en estas Gltimas
con sitios de union de baja y alta afinidad. Se sabe
que hay un incremento de ARNm para TNFRI en
las células luteales bovinas, durante toda la fase
lutea del ciclo estral y en la lutedlisis mediada por
PGF,,.
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Al igual que FAS, la activacién del receptor
de TNF_esta asociada con un DD que recluta
a la proteina TRADD; ésta puede servir como
adaptadora con FADD para unir la sefial de
muerte del TNF_a la ruta por FAS/FasL. A su
vez, TNF puede amplificar la sefial de muerte
celular inducida por IFNy (ruta 8) en las células
luteales bovinas. Durante la respuesta inflamatoria
mediada por TNF , se produce la activacion de dos
factores de transcripcion (ruta 7), el factor nuclear
kappa B (NF«kB) y la proteina activadora 1 (AP-
1), que median la trascripcion de genes pro o anti
apoptéticos y genes relacionados con inflamacion.
El NFkB se encuentra en el citoplasma en forma
inactiva ligado a IkB, la que tiene que fosforilarse y
asi la NFkB se libera y trasloca al nicleo.

La ruta 8 muestra como el Interferobn gama
(IFNy) induce la muerte en células luteales bovinas,
fosforilando al traductor de sefial y activador de
transcripcion (STAT-1), se trasloca al nucleo, en
donde se une a los promotores de genes de respuesta
a interferon. Ademas, se produce un incremento
en el factor de regulacion de la transcripcion de
interferon (IRF-1), debido a la sefalizacion por
citoquinas que utilizan la via de STAT-1 o NF«B. El
IRF-1 ha sido asociado con la activacion de genes
reguladores de apoptosis.

Las especies reactivas de oxigeno ademas de
inhibir la esteroidogénesis, son moduladores de la
apoptosis luteal durante el ciclo estral. La PGF,,
genera condensacion nuclear y activacion de
caspasa-3, se relaciona ademas con la acumulacién
de ARNm para p53, Bax y COX2. En la fase final
del ciclo estral, la apoptosis mediada por H,O, es
consecuencia de la disminucion en los niveles de
Glutation Peroxidasa, mientras que en la fase inicial
y media se encuentra controlada por niveles altos de
dos isoenzimas de superoxido dismutasa (tipo Mn y
tipo Cu/Zn) y por catalasas (16).

Prostaglandina y endotelio del cuerpo IUteo

El CL por su caracteristica de Organo
endocrino altamente vascularizado, estd compuesto
celularmente en un 50% por células endoteliales. La
PGF,, sérica, induce el aumento del flujo sanguineo
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a nivel de arteriolas periféricas del cuerpo ldteo
maduro, a través de la produccion de ON (4). Ese
aumento en el flujo sanguineo es inmediatamente
anterior a la disminucion de las concentraciones
séricas de progesterona (7). El aumento en el flujo
sanguineo induce la expresion de Endotelina 1 y
Angiotensina 1l potentes vasoconstrictores (8).
Esto aparentemente induce la disminucion de la
produccion de progesterona. No se conoce aln con
claridad la ruta metabdlica que induce la inhibicion
de la produccién de progesterona (3).

Apoptosis como factor luteolitico estructural

Durante la luteolisis mediada por PGF, (dias 11-
21), y una vez declina la produccién de progesterona,
en las células luteales se forman oligonucleosomas
(pequefias porciones de ADN fragmentado); las
células disminuyen de tamafio, y disminuyen las
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