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Resumen

Las respuestas al estrés caldrico fueron observadas por F. Ritossa, en 1962. E|
calor y otros estresores, inducen la sintesis de proteinas del estrés calérico
(Hsps, por sus siglas en ingles) en células eucaridticas y procarioticas, y son
llamadas de acuerdo a su peso molecular (la Hsp 60, tiene un peso molecular
de 60 KDa) y se clasifican en cinco principales grupos, Hsp 40, Hsp 60, Hsp 70,
Hsp 90 y la pequefas Hsps. Las Hsps estan reguladas por cuatro factores
llamados factores del estrés calérico (HSF |, HSF Il, HSP Il y HSP IV). Algunas
Hsps son llamadas chaperonas moleculares por su papel que juegan en el
plegamiento proteico, asistiendo que las proteinas desdobladas alcancen su
estado nativo correcto. Las Hsps también participan en la apotosis,
induciéndola o inhibiéndola. Se ha demostrado que las Hsps ayudan en el
procesamiento del antigeno, propiedad usada para el desarrollo de vacunas
para enfermedades bacterianas y neoplasicas, aunque algunas veces éstas
son el blanco del sistema inmunitario, ocasionando enfermedades
autoinmunes. Efectos adversos del estrés calérico se ven reflejados en la
reproduccion del ganado lechero, alterando la secrecion de las principales
hormonas reproductivas, la dinamica folicular, la competencia del oocito y la
duracion del estro. El efecto mas importante del estrés calérico es Ia pérdida
embrionaria durante los primeros dias (0-2 dias) de gestacion, ademas de la
drastica disminucion del consumo de materia seca, asi como en la produccion y
composicion lactea. Las razas descendientes del Bos indicus presentan menos

problemas reproductivos que las del Bos taurus por las diferentes propiedades



fisiologicas que existen entre las razas en su capacidad para disipar el calor. La
determinacion del estrés caldrico es importante, los parametros mas utilizados
son la frecuencia respiratoria y cardiaca, aunque estos parametros son
practicos y faciles son relativamente confiables, por lo que, deben ser
eévaluados junto con el indice de temperatura y humedad ambiental. Las
estrategias para minimizar el estrés caldrico en el ganado lechero, estan
basadas en Ia combinacion de los principios de conduccion y conveccion,
radiacion y evaporacion, ademas de los tratamientos hormonales. En
conclusion el estrés calérico afecta grandemente |a fertilidad del ganado
lechero siendo una de las posibles causas el papel que juega la Hsp 90 en la

inhibicién de Ia aromatasa.




Introduccioén

A principios de 1960 en el instituto de genética de Pavia (ltalia), Adriano
Buzzati Traversa organizé un curso acerca de la radiacién y su accién
biologica con el objetivo de introducir a 10 jovenes a la genética moderna.
Ferruccio Ritossa formaba parte de ese grupo. Ritossa decidié trabajar con
Drosophila melanogaster (masca de la fruta), pues consideraba ser un término
medio entre las bacterias y los humanos, ya que no habia la posibilidad de
trabajar con plantas que era lo que el preferia. En sus experimentos con
glandulas salivales de Drosophila melanogaster encontré un nuevo RNA que
era sintetizado en los tejidos de las glandulas salivales. Ritossa se intereso en
resolver que tipo de acido nucleico era sintetizado (Ritossa,1996), y notd en
uno de sus trabajos donde guardo tejidos a altas temperaturas éstos sufrian
estreés caldrico y fue asi hasta 1962 cuando observo las respuestas al estrés
caldrico. Posteriormente se demostro que el estrés caldrico induce la expresion
de un nuevo grupo de proteinas a las que se les llamo proteinas del estrés
calorico (Grover,2002).

Las proteinas del estrés calérico (HSPs) son familias de moléculas
evolutivamente presentes en células eucariéticas y procaridticas, consideradas
esenciales para su supervivencia. Su nombre deriva de |a observacién original,
donde su expresion fue inducida en células después de la exposicion a
temperaturas elevadas. Sin embargo, después se demostro que muchas de
estas moléculas son expresadas constitutivamente y aquellas que son
inducibles pueden ser inducidas por una variedad de estresores fisicos y
quimicos tales como radiacion ultravioleta y gama, infecciones bacterianas v
virales, medicamentos, privacion de glucosa e hipoxia (Zugel y Kaufmann,1999;
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Malago et al.,2002; Mogk et a/.,2002; Voos vy Rottgers,2002: Mckee,2003:
Todryk et al.,2003; Gullo y Teoh,2004: Klettner,2004: Pespeni et al.,2005).

La adquisicion de tolerancia a| estrés es un aspecto de supervivencia de |os
organismos en la cugl las Hsps juegan un papel importante. Virtualmente todos
los  organismos responden a un estrés medioambienta] empleando sy
maquinaria de sintesis proteica para producir Hsps, también llamadas
chaperonas moleculares (Schwartsburd,2001). La respuesta celular al estrés se
conserva evolutivamente en todos los organismos, papel  atribuido g la

induccién de sintesis de Hsps y otras moléculas que confieren proteccion

arsenal de chaperonas altamente Cconservadas, regulables y definidas para
prevenir reacciones de plegamiento inadecuado, incrementando  asj la
produccion  de proteinas  nativas plegadas Correctamente (Zugel y
Kaufmann,1999; Mckee,2003; Rutherford,2003; Gullo y Teoh,2004;

Klettner,2004: Pespeni ef al.,2005).

sta  constituido de proteinas desnaturalizadas, NO puede ser hervido



nuevamente. La desagregacion de proteinas es alcanzada por un sistema que
consta de maquinas de biochaperonas, CIPB (también llamada, Hsp 104) y
DnaK (Hsp 70). La importancia de solo una combinacion de sistemas de
chaperonas es activa en resolubilizacion y plegamiento de proteinas
agregadas. Esta actividad de los sistemas de biochaperonas esta directamente
ligada a la supervivencia de los organismos mencionados a temperaturas
elevadas (Mogk et al.,2002).

Estas chaperonas (Hsps) 6 también conocidas como proteinas reguladas-
glucosa (GRP) asisten el plegamiento inicial de proteinas o forman
mecanismos de reparacién de proteinas desdobladas o de proteinas
agregadas constantemente (Gullo y Teoh,2004), ya que la capacidad de
plegamiento celular puede ser sobrecargada y dar como resultado un
plegamiento proteico incorrecto (Mogk et al.,2002).

Existe un alto grado de homologia secuencial entre las chaperonas
moleculares de todas las especies investigadas a la fecha. Aparentemente
todas ayudan a las proteinas desplegadas de dos formas: en primer lugar
durante el tiempo finito entre Ia sintesis y el plegamiento, donde las proteinas
deben de estar protegidas de las interacciones inadecuadas proteina-proteina.
Algunas proteinas deben permanecer desplegadas hasta que se inserten en la
membrana de un organulo, por ejemplo, determinadas proteinas de las
mitocondrias y los cloroplastos. En segundo lugar las proteinas deben plegarse
rapida y precisamente a su estado nativo. Algunas deben ensamblarse en
complejos con varias subunidades (Mckee,2003).

En condiciones normales, las Hsps cumplen una variedad de funciones,

incluyendo ensamble, plegamiento intracelular y traslocaciéon de proteinas



oligoméricas. Bajo 'condiciones de estrés celular actian como agentes
citoprotectores a través de su union a proteinas desdobladas, protegiéndolas
asi de la desnaturalizacion. Las Hsps estan también involucradas en un
numero de eventos asociados con el desarrollo embrionario. Las Hsps en
mamiferos son tipicamente conocidas como proteinas exclusivamente
intracelulares, y su presencia en el medioambiente extracelular refleja un dafio
tisular. Asi, la liberacion de Hsps puede proporcionar sefales de peligro que
activan las respuestas inmunes (Todryk et al.,2003). En la actualidad se ha
descubierto que las Hsps participan en enfermedades autoinmunes,
enfermedades nerviosas y neoplasicas. En bovinos la exposicion a estrés
calérico conduce a apoptosis, asi como a la sintesis de Hsps que

posteriormente tendran un papel protector antiapoptosico.

Factores Reguladores del Estrés Calorico

El gen codificador de proteinas del estrés calérico puede incluir algunas
secuencias en general, que son llamadas elementos del estrés calérico (HSE).
Estas secuencias de HSE son el sitio de union para los factores del estrés
calérico (HSF), que controlan la expresién de Hsps (Christians et al.,2003:
Klettner,2004). Una de las principales y potenciales caracteristicas unificadas
de los genes de Hsps es constan de una secuencia corta de GAANnTTc
llamada elemento del estrés caldrico, lugar donde se une el HSF. En
microorganismos inferiores tales como Drosophila melanogaster existe un sélo
HSF, mientras que en vertebrados se han identificado cuatro HSFs

relacionados (I, II, Ill, IV) (Malago et al.,2002; Christians et al.,2003).



HSF, observandose que se comporta como un factor activador o supresor

transcripcional (Christians et al.,2003).

Plegamiento Proteico

La estructura nativa de una proteina representa el estado termodinamicamente
mas favorable en el interior del embudo de plegamiento, como se observa en la
figura 1. Todas las conformaciones no nativas de una proteina poseen una
energia mas alta, el plegamiento de proteinas puede ser imaginado como un

balén rodando hacia abajo por la pendiente del panorama de energia.

unfoided
protein
;f 7
4 /
=
2 e
o molten
w gicbule
',«' native ____
. protein

Conformation —=

Fig.1 Tanel de plegamiento. En una vision mas realista del panorama energético,
los polipéptidos pueden plegarse a sus estados nativos mediante varias rutas
diferentes. Muchas moléculas forman intermediarios transitorios, mientras otras
pueden quedar en un estado mal plegado (Mogk et al.,2002).
Un embudo de plegamiento representa muchas vias diferentes de plegamiento
que pueden ser usadas por las proteinas desdobladas para alcanzar la minima
energia (estructura nativa) rapida o lentamente dependiendo de la forma vy el
gradiente del embudo.

El plegamiento de proteinas es un proceso propenso a error, especialmente en

el caso de proteinas grandes compuestas de diversos dominios (Mogk et
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al.,2002). La intervencion de intermediarios depende del tamaro del
polipéptido, por ejemplo, un polipéptido puede o no formar intermediarios y
después ser atrapados en pozos de energia local. Las moléculas pequenas (de
menos de 100 residuos) suelen plegarse sin formacion de intermediarios. E|
plegamiento de polipéptidos mas grandes suele requerir de |a formacion de
varios intermediarios. Las Hsps juegan un Papel importante durante el
plegamiento de nuevas proteinas, las proteinas que seran degradadas para
volver a ser plegadas tienen que ser ubiquinadas (protegidas por las Hsps),
pues debido a que las Hsps no se degradan quedan a disposicion de nuevas

'proteinas €n proceso de degradacién (Mckee,2003).

Tiempo del Proceso de Plegamiento

El tiempo de sintesis de las proteinas oscila entre Unos pocos segundos a algo
mas de unos minutos. De acuerdo con un modelo destacado del plegamiento
proteico, un polipéptido recién formado intenta todas las conformaciones
posibles hasta que alcanza la mas estable. Los calculos de tiempo que se
requieren para que cada enlace de una pequena molécula proteica gire hasta
que se consiga la forma bioldgica activa, indican que se requiere de un nimero
astronomico de afos. Aun Cuando soélo se considere e numero mas pequerio
de posibles rotaciones de enlace, el tiempo requerido para el plegamiento aun
se mide en afos. Por lo tanto, la mayoria de los investigadores han concluido
que el plegamiento proteico es un proceso aleatorio que sélo se basa en la

secuencia primaria (Mckee,2003).



Funcién de las Chaperonas

Algunas Hsps estabilizan temporalmente a proteinas parcialmente desdobladas
0 plegadas y asi promueven la generacion de una estructura terciaria correcta.
Por ejemplo, la Hsp 70 mitocondrial (mtHsp 70), promueve la traslocacion de
proteinas para introducirlas en la mitocondria y es requerida para el
plegamiento subsiguiente de proteinas nuevamente  traslocadas (Zugel y
Kaufmann,1999; Voos y Rottgers,2002). El Tim 44, es un componente de
importacion proteica mitocondrial de la membrana interna y se ha identificado
que existe una interaccién Tim 44-mtHsp 70 en levaduras. Esta interaccion se
posiciona en el sitio donde la pre-proteina entrara a la matriz mitocondrial, en
donde el Tim 44 sirve como una palanca para la generacién de una fuerza de
traslocacion generada por la mtHsp 70. Una mutacion de ambas proteinas
compromete la interaccion Tim 44-mtHsp 70 mostrando una disminucion
significativa en la importacion de proteinas (Voos y Rottgers,2002).

En E. coli, la DnaK homologa de la Hsp 70 estabiliza proteinas recién
sintetizadas y promueve el ensamble de proteinas dentro de complejos
muiltimeéricos asi como su desensamble. En eucariotas, la Hsp 70 (Hsc 73)
participa en la degradacion lisosomal de proteinas citoliticas mientras otras Hsp
70 similares juegan un papel esencial en la traslocacién de proteinas al reticulo
endoplasmico (RE). En E. coli, la GroEL de 60 KDa y GroES de 15 KDa actuan
juntas en el plegamiento y ensamblamiento de proteinas. Datos preliminares,
sugieren que el complejo GroEL participa en la sintesis de Ia pared celular. La
Hsp 60 homologa de GroEL esta presente en la matriz mitocondrial en

éucariotas y participa en procesos de plegamiento de proteinas recientemente



importadas y en la prevencion de agregacion de polipéptidos desnaturalizados

por el estrés calérico (Zugel y Kaufmann, 1 999).

Clasificacion

Muchas células y organismos reaccionan ante el calor y a una variedad de
estresores con una rapida sintesis de un grupo de proteinas conservadas
evolutivamente, que van de un tamafio de 8 KDa a 150 KDa, llamadas Hsps
(Malago et al.,2002). Estas proteinas son clasificadas dentro de varias familias
de acuerdo a su peso molecular (Zugel y Kaufmann,1999: Malago et al.,2002;
Mogk et al.,2002; Todryk et al.,2003). Las principales familias de Hsps incluyen
a la Hsp 150, Hsp 110, Hsp 70, Hsp 60, Hsp 40, Hsp 20 y Hsp 8.5, como se
observa en el cuadro 1 (Malago et al.,2002).

Otros autores las clasifican a la Hsps en tres principales grupos de acuerdo a
Su masa, por ejemplo: Hsp 90, Hsp 70 y un grupo que va de 50 KDa a 60 KDa,
aunque pueden ser lejanamente subdivididas por su localizacion dentro de la
célula (Gullo y Teoh,2004). Sin embargo también se incluyen las llamadas
proteinas del estrés caldrico pequerias (sHsps), las cuales tienen un rango en
Su peso molecular de 14 a 29 KDa (Grover,2002), aunque otros reportes
mencionan que el rango del peso molecular para la sHps es de 15 a 42 KDa

(Sun et al.,2002) y son expresadas (Hsp 25 o Hsp 27



Cuadro 1. Proteinas del Estrés Calérico Conocidas en Mamiferos

Familia Hsps Funcién

HSP 150 Hsp 150 Chaperona molecular en hipoxia e isquemia.

HSP110 Hsp 110 Chaperona molecular en hipertermia e isquemia.

Hsp 105 Chaperona molecular en hipertermia e isquemia.

Hsp 90 Hsp 100 Chaperona molecular para proteinas secretoras.

Hsp 90 Chaperona molecular en hipertermia e isquemia y para
proteinas kinasa. Translocacién de TNF-a citosdlica y kinasas
Raf a la membrana plasmatica. Participa en las funciones de los
receptores de hormonas esferoidales.  Proliferacion y
crecimiento celular.

HSP 70 Grp 78 Chaperona molecular en hipertermia. Transporte de proteinas
por el RE (Malago et al.,2002). Confiere tolerancia al estrés
caldrico extremo, controla el plegamiento proteico y actividad en
los receptores de hormonas esteroidales y kinasas proteicas
(Watanabe et al.,1997; Mogk et al.,2002).

Hsp 72 Chaperona molecular en hipertermia, hipoxia, e isquemia. Inhibe
la produccion de leucotrienos.

Hsc 70 Chaperona molecular altamente inducida en hipertermia e
isquemia. Regula las respuestas al estrés calérico (Malago et
al.,2002; Mogk et al.,2002).

Hsp 70 Chaperona molecular altamente inducida en hipertermia e
isquemia. Regula las respuestas al estrés calérico (Malago et
al.,2002; Mogk et al.,2002).

mtHsp 70 Chaperona molecular Hsp 70 mitocondrial.

Hsp 60 Chaperona molecular (chaperonina) en hipertermia e isquemia.

HSP 60 Hsp 65 Aumenta las respuestas al estrés para regresion tumoral.

TCP-1 Chaperona molecular (chaperonina) en hipertermia e isquemia.

HSP 40 Hsp 47 Chaperona molecular para el colageno.

Hsp 40 Cofactor de Hsp 70 para la mediacion de mas funciones de Hsp
70.

HSP 20 Hsp 27 Chaperona molecular en hipertermia, quimicos (peroxido de
hidrégeno, medicamentos), e irradiacion. Eleva la produccion de
IL-10.

Hsp 20 Chaperona molecular en hipertermia, isquemia, y peroxido de

hidrégeno.

Grp, proteinas reguladas por glucosa; Hsc, Hsp 70 constitutiva; mtHsp 70, Hsp 70
mitocondrial; TCP-1, complejo de proteina T; TNF, factor de necrosis tumoral; IL,
interleucina (3).

principalmente) en muchas lineas celulares y en tejidos de mamiferos

(Bryantsev et al.,2002). En contraste a la Hsp 60 y Hsp70, las sHsps no

dependen del ATP y pueden unirse selectivamente a proteinas no nativas

previniendo su agregacion y manteniéndolas en un estado competente para el

plegamiento dependiente del ATP por otras chaperonas (Sun et al.,2002).

En general, sélo cinco grupos de chaperonas han sido distinguidas: Hsp 60,

Hsp 70, Hsp 90, Hsp 100 y las sHsps (Voos y Rottgers,2002).
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Hsp 60

La familia Hsp 60 es uno de los muchos componentes del sistema de
plegamiento proteico en la matriz mitocondrial (Mogk et al.,2002). La CPN 60
normalmente se encuentra en la mitocondria, pero en células infectadas se
puede localizar a nivel de su superficie. El mecanismo por el cual es
transportada aun se desconoce, por lo que es frecuente encontrar que sea
llamada CPN 60 endégena o exogena (Ranford y Henderson,2002).

Los miembros de la familia Hsp 60 son distinguidos por su caracteristica
estructural. Forman un homo-oligomero de 14 subunidades con 7 subunidades
colocadas en un anillo, resultando una caracteristica estructural de "doble
anillo" que se encuentra en la mitocondria y cloroplastos de todas las
procariotas (Mogk et al.,2002: Voos y Rottgers,2002; Mckee,2003). Cada uno
de los anillos de GroEL forma una cavidad en la que se unen polipéptidos
desdoblados. Ambos anillos pliegan a los sustratos en una forma rapida y cada
ciclo toma aproximadamente 15 segundos (Mogk et al.,2002).

El sistema de doble anillo esta capacitado para el acomodamiento de proteinas
con un peso molecular de 50 kDa. Las proteinas que entran en esta cavidad
son protegidas de interacciones con otros componentes del ambiente
circundante. Los sustratos preferidos por Hsp 60 son de plegamiento
intermedio que no han adquirido su estructura nativa. Los sustratos proteicos
son unidos a un aminoacido hidrofébico residual que es expuesto en la pared
interna de la cavidad. Las uniones de ATP inducen a un amplio cambio
conformacional de las subunidades que abren la cavidad y reducen el conjunto
hidrofébico total de la superficie deésta, por lo que, las proteinas unidas deben
ser liberadas del complejo Hsp 60 y pueden experimentar nuevos intentos de

14



plegamiento. La co-chaperona Hsp 10, homologo de GroES de Escherichia
coli, puede formar un tapon sobre el sistema de doble anillo, cerrando la
apertura de la cavidad central, (figura 2). La Hsp 10 es observada por controlar
el comportamiento de monémeros Hsp 60 y regular el ciclo del ATP asa (Mogk

et al.,2002; Voos y Rottgers,2002).

Fig.2 Modelo de relleno espacial de la chaperonina de Escherichia coli denominada

complejo GroES-GroEL (Mckee,2003).
Se ha demostrado que las proteinas mitocondriales recien importadas
interactian brevemente en forma fisica con Hsp 60, alcanzando después el
compartimento de la matriz. Las proteinas unidas a Hsp 60 deben adquirir su
estado nativo en una reaccion ATP-dependiente. El plegamiento requiere
catalisis por Hsp 60 y Hsp 10 que puede variar substancialmente dependiendo
de las caracteristicas del sustrato proteico. Hsp 60 y Hsp 10 son las dos
principales clases de chaperonas de la matriz mitocondrial, lo mas probable es
que cooperen en la reaccion de plegamiento de proteinas importadas en un
orden secuencial. Un papel relevante en la traslocacion de pre-proteinas fue

observado por primera vez en la mtHsp 70. Después de la liberacién de Hsp
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70, las pre-proteinas interactuan con el complejo Hsp 60 (Mogk et al.,2002;
Voos y Rottgers,2002; Mckee,2003).

El plegamiento de proteinas en E. coli es asistido por el complejo GroEL-
GroES, pero para ello es necesario pasar por los procesos de captura
(habilidad de GroEL para interactuar reciprocamente con una variedad amplia
de proteinas, en su estado no nativo) y encapsulacion.

El volumen de la cavidad de GroEL en el estado T (en el cual se une el sustrato
proteico “SP”) es de 85,000 A. El diametro de los poros de los siete ejes de
plegamiento es de de 45 A. Esto limita el acceso completo a la cavidad a
proteinas pequefias de 30 KDa. Sin embargo, muchas proteinas grandes,
incluso aquellas que exceden de 100 KDa de peso, pueden formar complejos
binarios con GroEL. En tal instancia, es claro que una parte substancial del SP
debe estar fuera de la cavidad, asi como otras partes limitadas en su interior.
Un factor importante en el que influye la union de varios SPs a GroEL es que
afecta al Ultimo estado conformacional, T o R. El estado T tiene mayor afinidad
para el SP. La transicion al estado R es inducida por la union de ATP. El estado
R tiene mayor afinidad por el ATP que el estado T.

La encapsulacién es el proceso por el cual el SP es secuestrado
completamente del medioambiente externo a la cavidad central de GroEL bajo
la cubierta de GroES (Thirumalai y Lorimer,2001).

La CPN 60 es esencial para la supervivencia de las células, y por lo tanto su
deficiencia es fatal. Se reportd un paciente con encefalopatia sistémica
mitocondrial la cual fue causada por una deficiencia de multiples enzimas en
las mitocondrias, el paciente presentaba baja concentracion de CPN 60 que

fue la causa hipotética de la enfermedad. Otro paciente con deficiencia de



Por tanto, se ha sugerido las chaperoninas no sdlo necesarias en el desarrollo
normal de las funciones celulares, sino que también en mamiferos tienen un
papel importante de defensa patégenos y contra darios por estrés (Ranford y
Henderson,2002).

Las chaperoninas son un subgrupo de las llamadas chaperonas moleculares,
las cuales contribuyen a un plegamiento correcto de las proteinas celulares en
condiciones normales. También llamadas chaperoninas o CPN 60 (Ranford y
Henderson,2002: Mckee,2003).

A su vez las chaperoninas (CPN 60) se dividen en dos grupos: chaperoninas
(CPN 60) del grupo I: son las proteinas de células procariodticas (por ejemplo el
heptamero GroEL es la mas comun de las chaperoninas clase | y consiste de
dos anillos heptaméricos, apilados espalda con éspalda, y que se comunican
una con otra, operando de Mmanera coordinada vy que también se encuentran en
la  mitocondria de células eucariotas  (Thirumalai y Lorimer,2001) y
chaperoninas del grupo II: las células eucariotas poseen una chapéronina
citosélica conocida c¢omo CCT (chaperonina que contiene TCP-1) (Ranford y

Henderson,2002).

Hsp 70

En los mamiferos, Ia Hsp 70 es una proteina constitutiva (Hsc 70) que est3
localizada dentro del citoplasma y se €xpresa constitutivamente ademas de ser

ligeramente inducible, en un estudio se identifico |a presencia de Hsp 70 en



plasma de vacas lecheras Holstein-Friesian Y su presencia indica que incluso
organismos aparentemente sanos pueden experimentar estrés extrinseco o
intrinseco, o ambos (Kristensen et al.,2004). Se piensa que la Hsp 70 forma
parte del sistema de degradacién proteica y que puede ayudar a la
presentacion del antigeno via complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase | (Todryk et al.,2003). La S. cerevisae, contiene tres especies de Hsp 70
que se encuentran en la mitocondria, las cuales son codificadas por diferentes
genes, SSC1, SSQ1 y ECM 10, los tres tipos de Hsps muestran alta
homologia, y aun cuando la levadura pueda funcionar sin la energia de la
mitocondria, una supresion del gen SSC1, es letal bajo cualquier situacion
(Voos y Rottgers,2002). En oocitos de ratén Ia inyeccion de mRNA para Hsp70
incrementa su supervivencia ante el estrés calodrico. De hecho la Hsp70 es
importante para el desarrollo aun en ausencia de estrés calorico, pues la
provision de anticuerpos Hsp70 en un medio de cultivo disminuye el desarrollo
en ratones y en ganado vacuno (Hansen,2002).

En contraste con GroEL, Ia chaperona HSP 70 o DnaK no encierra
completamente al sustrato, si no que se une solo a algunos segmentos de
peptidos cortos de 5 aminoacidos. La DnaK consta de un dominio ATP asa N-
terminal y un dominio de union de sustratos C-terminal, la union y liberacién del
sustrato esta regulada por hidrolisis de ATP a ADP y procesos de cambio
ADP/ATP que estan controlados por las co-chaperonas Dnaj y GrpE. En el
estado de ATPasa se asocian y disocian sustratos a DnaK con alta velocidad
pero la afinidad de DnaK a los sustratos es baja (Mogk et al.,2002; Voos vy

Rottgers,2002; Mckee,2003).



El cambio conformacional ADP-ATP est4 correlacionado a un cambio en la
afinidad al sustrato. En el estado de unién de ATP, el dominio de unién de
péptidos es en una forma abierta con una baja afinidad de sustratos: en el
estado de union de ADP, el dominio de unién de péptidos es cerrado y tiene un
alta afinidad de unién (Voos y Rottgers,2002).

En el estado ADP los sustratos se unen a DnaK con alta afinidad, pero los
cambios de velocidad son bajos. La co-chaperona Dnaj, la cual por si misma
interactlia con sustratos a través de reacciones hidrofébicas estimula la
actividad ATP asa de la DnaK. Evidencias experimentales sugieren que Dnaj
"reconoce" al sustrato y éste lo pasa a DnaK por lo que el ATP es hidrolizado y
un segmento del sustrato es marcadamente encerrado.

Bajo condiciones fisiologicas, la disociacion del sustrato esta controlada por
cambios ADP/ATP alternados, que son estimulados por la co-chaperona GrpE.
Los ciclos de unidn vy liberacion de sustratos, de acuerdo a recientes calculos,
son cortos (cerca de un segundo por ciclo) y mas bien tienden repetirse
muchas veces hasta que la proteina queda plegada y ya no se reconoce como
sustrato. Sin embargo todavia no queda claro como estos ciclos de union
promueven el plegamiento de las proteinas desdobladas. De acuerdo a una
hipotesis, la DnaK desdobla a los sustratos localmente, en contraste al
desdoblamiento global por GroEL. Evidentemente, estos mecanismos tienen la
gran ventaja de ser independientes del tamafo del sustrato proteico
desdoblado. Fue demostrado que proteinas de todos los tamafios son
encontradas entre los sustratos de Hsp 70 y que las proteinas grandes con 60
kDa son particularmente dependientes de la asistencia de Hsp 70 durante su

plegamiento (Mogk et al.,2002: Voos y Rottgers,2002).



La Hsp70 es una molécula que juega un papel importante en la resistencia
celular al estrés caldrico, actta protegiendo a las células ante la exposicion a
elevadas temperaturas estabilizando la estructura proteica, inhibiendo la
traslacion y previniendo la apoptosis (Xanthoudakis y Nicholson,2000; Matwee
et al.,2001; Hansen,2002). La funcion protectora de las chaperonas Hsp 27 vy
Hsp 70 contra la apoptosis, involucra varias interacciones con componentes de
la maquinaria apoptosica (observar la figura 3). De manera interesantemente,
estas Hsps promueven la inhibicién de la funcién del apoptosoma (formado por
el citocromo C, Apaf-1 y la caspasa 9), e independientemente de las diferentes
proteinas blanco. Se ha demostrado que la unién de Hsp 27 al citocromo C
(proteina transportadora de energia) tras su liberacion de la mitocondria,
previene la interaccion productiva con Apaf-1, factor-1 activador de las

proteasas de la apoptosis, lo que daria a la formacion de apoptosoma.
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Fig. 3; Las vias propuestas para la modulacion de la apoptosis a través de Hsps. La Hsp
27 y Hsp 70 que acttian apoderandose de Apaf-1 y el citocromo ¢ (Cyt C), por lo que
previenen la maduracion por el apoptosoma. Dando como consecuencia una baja
activacion de la casacada de caspasas. Posteriormente, la influencia negativa sobre la
activacion de la caspasa 3, estos eventos también pueden ser ejercidos por la Hsp 27 y
Hsp 90 que también inhiben la formacion de un apoptosoma funcional por
secuestramiento del Apaf-1. En contraste, la Hsp 60 sola o en combinacion con la Hsp 10

puede estimular directamente la apoptosis promoviendo la maduracion proteolitica de la
Caspasa 3 (Xanthoudakis y Nicholson,2000).

En una serie de experimentos complementarios se demostro que la Hsp 70
inhibe la apoptosis por unién directa a Apaf-1, por lo que evita el reclutamiento
eventual de la procaspasa 9 al apoptosoma. Por ejemplo, la Hsp 70 y su
homologo constitutivo la Hsc 70, han demostrado interactuar con Bag-1, una
proteina antiapoptésica asociada con Bcl-2 que se ha propuesto que sirve
como una co-chaperona. En adicion a la interaccion con Apaf-1 y Bag-1, se ha
propuesto que la Hsp 70 ejerce un efecto protector contra la apoptosis por
asociacion con una o mas Caspasas. En conclusion, ios estudios describen la

importancia de la interaccién de las Hsps con la maquinaria apoptosica. Dado
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que la homeostasis es un equilibrio entre la supervivencia y la muerte, las
Hsps, asi como otras chaperonas, juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de este delicado balance (Xanthoudakis y Nicholson,2000:

Klettner,2004).

La apoptosis espontanea es observada en embriones de bovino en la etapa de
16 células (etapa a los 4 dias postinseminacion) que coincide con el tiempo de
la activacion del genoma del embrién. Este modelo de desarrollo es paralelo a
la resistencia al estrés caldrico, aunque los embriones adquieren resistencia
incrementada al estrés calérico (asi como la habilidad para continuar con el
desarrollo después del mismo) cuando los embriones progresan de la etapa de
dos células a la etapa de morula. Tal correlacion sugiere que la apoptosis
puede ser un mecanismo que los embriones de bovino adquieren para permitir
la supervivencia después del estrés calorico. Dado que el estrés caldrico
induce apoptosis en una fraccion de células (15a29%), ynoen la mayoria de
los blastomeros, la apoptosis puede asegurar que las células danadas por
estrés calérico sean removidas del embrin para facilitar el desarrollo. En
estudios actuales fue hipotetizado que la apoptosis inducida por calor en
embriones de bovino es .mediada por el grupo Il de las caspasas (el grupo Il de
las caspasas incluye a las Caspasas 2, 3 y 7) (Paula-Lopes y Hansen,2002;
Roth y Hansen,2004). En los experimentos realizados para probar si el
inhibidor ,-DEVD-fmk del grupo Il de las caspasas disminuye la actividad de las
caspasas en embriones de bovino cultivados y expuestos a estrés calérico de
41 °C (por 9 horas) y para evaluar si la apoptosis bloqueada por ,-DEVD-fmk

disminuye el desarrollo de los embriones en etapa de blastocitos expuestos a
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estrés caldrico de 41 °C (por 6-9 horas), los resultados indicaron que el grupo
Il de las caspasas son mediadoras de | apoptosis inducida por calor en los
embriones y que la inhibicion de estas caspasas tiene un efecto perjudicial
sobre la resistencia del embrion al estrés calérico (Paula-Lopes y

Hansen,2002).

Hsp 90

La proteina 90 del estrés caldrico es una chaperona molecular abundante,
altamente conservada y esencial para la viabilidad de células eucariotas. Al
parecer, el funcionamiento de Ia Hsp 90 esta regulado por fosforilacion. La Hsp
90 protege el plegamiento, contribuyendo al mantenimiento de la estructura
integral y la regulacion adecuada de un subconjunto de proteinas citosolicas e
interactua con tres diferentes clases de proteinas: cochaperonas, reguladores y
substratos (Picard,2002). Esta Clasificacion es algo arbitraria (Picard,2002),
PEro en general los sustratos de interaccion para las chaperonas son
principalmente Segmentos de proteinas hidrofobicas expuestos en la solucién
circundante (Mogk et al.,2002: Voos y Rottgers,2002). Ademas del plegamiento
proteico otra participacion de |a Hsp 90 es su intervencion en el funcionamiento
de los receptbres de los glucocorticoides (Bohem,1994: Moseley,1997:
Picard,2002, Bohem, 1994 #84, Moseley, 1997 #57). En términos generales,
todos los receptores nucleares funcionan con un mecanismo  similar: sin
embargo, el modo de accion de los receptores de los glucocorticoides (GR) es
uno de los mejor‘caracterizados. En su forma inactiva, es decir, en ausencia de
los  glucocorticoides (GC), el GR se encuentra asociado en complejos

citosdlicos con proteinas del tipo de las chaperoninas, como |a HSP 56 y Ia
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HSP 90. Esta asociacion tiene dos efectos, el GR se retiene eh el citosol, para
adquirir una conformacion que facilita su unién con el ligando. La unién del GC
activa al GR, pues ademas de liberarlo de las chaperoninas, también propicia
Su migracién al nucleo, en donde se une a los GRE (elementos reconocedores
de glucocorticoides), sus elementos reguladores, y lleva acabo su efecto

activador de la transcripcién (Laguna y Enrique,2002: Picard,2002).

Hsp 100

Las proteinas Clp (en procariotas) o Hsp 100 (en eucariotas), son miembros de'
la tercera familia de chaperonas mitocondriales, que realizan papeles
importantes durante las etapas posteriores del ciclo de vida de una proteina.
Las proteinas funcionales pueden ser dafadas y desdoblarse por varias
situaciones de estrés, agregarse y eventualmente degradarse. Resultados
obtenidos recientemente con el sistema bacteriano sefialan que miembros de la
familia Hsp 100 son mediadores de reacciones de proteccion, previniendo el
dano celular causado por la acumulacion de proteinas agregadas. La Clp B
homologa de Hsp 104, es Ia principal proteina que confiere resistencia a
niveles extremos de temperaturas en las células eucariotas. Por otro lado la
Hsp iOO, también asiste la degradacion irreversible de polipéptidos dafados
por mecanismos proteoliticos especificos. Se cree que la Hsp 100, en
cooperacion con la Hsp 70 proporciona una actividad de desdoblamiento
requerida para la eficiente y completa degradacién proteolitca de sustratos

proteicos desdoblados (Voos y Rottgers,2002).



Induccion De Hsps

(a) El siguiente protocolo puede ser usado para inducir una respuesta de Hsps
en ratones: El animal experimental se anestesia con una mezcla de xilazina y
ketamina intraperitoneal (4ml/kg de peso corporal). La solucion anestésica es
hecha de 1.5 ml de xilazina (20/ml), 2.25 ml de ketamina (100mg/ml), y 6.5 ml
de NACI al .9 %.

(b) El'animal es puesto en una almohadilla caliente a 37 °C, y un termdémetro es
puesto en el recto y continuamente se monitorea Ia temperatura corporal.

(c) El animal es expuesto al calor hasta que alcanza una temperatura rectal de
41.0 °C, usando ademas dos lamparas puestas a 8-12 cm sobre el animal. La
distancia entre las lamparas y el animal determina el tiempo necesario para
alcanzar los 41 °C. Esto puede tomar tipicamente entre 15-18 minutos lo cual
es importante para que la duracion total de la hipertermia sea menor de 40-45
minutos, ya que largos periodos de hipertermia estan asociados con un
incremento significante de la mortalidad.

(d) Para prevenir la deshidratacion severa asociada a la hipertermia, se deben
administrar fluidos subcutaneos tienen que ser administrados durante el
periodo hipertérmico. Un raton de 25-30 g debe recibir tres aplicaciones de .5
ml de NACI al .9 %: la primera aplicacién se administra inmediatamente
después de la induccion de la anestesia, la segunda aplicacion es inyectada
cuando el cuerpo alcanza la temperatura de 41°C, y la tercera aplicacién al final
del periodo hipertérmico. La administracién de fluidos reduce significativamente

la mortalidad asociada a los tratamientos con hipertermia.



(e) El animal es cuidadosamente observado durante la recuperacion de la
anestesia. Cuando se despierta completamente, es colocado en su caja, con

acceso normal a comida y agua (Pespeni et al.,2005).

Participacion de las Hsps en distintos padecimientos
neurodegenerativos

La importancia de las Hsps en estas enfermedades es principalmente por su
efecto neuroprotector, por ejemplo en el caso de choque cuya causa es la
isquemia, la cual induce la expresion de Hsps (Hsp 27, Hsp 40, Hsp 70), siendo
la Hsp 27 mayor en astrocitos, lo que puede ayudar a mantener la homeostasis
tisular y de ese modo ayudan a las neuronas para resistir la agresion.

En ratones, la sobre expresion de Hsp 70 se presenta en un area reducida de
la zona infartada, lo que a su vez resulta €n menor muerte celular después de
una isquemia transitoria. La sobre expresion transitoria de Hsp 70 protege al
cerebro de las ratas contra la pérdida celular después de la isquemia focal o
global y es efectiva cuando se libera por mas de dos horas después de la
agresion (Klettner,2004).

En modelos de cultivos celulares de enfermedades poliglutamicas la sobre
expresion de Hsp 40 y Hsp 70 suprime la formacion de agregaciones y muerte

celular, siendo la Hsp 40 mas eficiente que la Hsp 70 (Klettner,2004).

Choque

El choque se refiere a un ataque o crisis fulminante que puede ser causado por
multiples factores y es la segunda causa de muerte en el mundo. Induce una
lenta incapacidad de los pacientes para sobrevivir, a menudo convirtiéndolos

dependientes de instituciones o casas de cuidado. El choque isquémico es
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causado por una disminucion de ﬂujo sanguineo en ciertas areas del cerebro.
Las terapias son raras y se enfocan en el mejoramiento del flujo sanguineo en
el tejido afectado. En éste padecimiento se encuentran involucradas algunas
Hsps. Generalmente la Hsp 70 es encontrada en células que tienen buen
pronostico de sobrevivir. En modelos de isquemia global el RNAmM de Hsp 40 y
Hsp 70 puede ser detectado en el hipocampo horas después del ataque
isquémico, seguido de la expresion de las proteinas que disminuyen la pérdida
de neuronas. En modelos de isquemia focal transitoria, también se induce la
expresion de Hsp 70 y Hsp 40. La Hsp 70 se expresa sélo en neuronas de la
penumbra del area infartada y no en el centro necrotico su expresion depende
de la severidad del dafio. La expresion de Hsps, también puede encontrarse
en astrocitos, microglia y células endoteliales, mientras que la Hsp 27 es

especificamente inducida en astrocitos (Klettner,2004).

Alzheimer

En contraste a la pérdida aguda de neuronas en choque, en enfermedades
neurodegenerativas cronicas, los sintomas son reconocidos solo después de
una inmensa pérdida de las mismas. La enfermedad de Alzheimer es un
desorden degenerativo progresivo del sistema nervioso central, caracterizado
por deterioro senil prematuro. Este es un aspecto genético conocido de la
enfermedad (5% de los pacientes tienen mutaciones del beta amiloide
precursor de proteinas o presenil 1 y 2 respectivamente) (Smith et al., 1998 ;
Klettner,2004), aunque la causa original de la enfermedad es todavia
desconocida. La caracteristica patogénica de la enfermedad de Alzheimer es |a

formacion extracelular de placas seniles y neurofibrillas intracelulares. Los



inhibidores de la colinestefasa (galatamina, rivastigmina, donepezil, tacrina)
son los tratamientos de eleccion (Klettner,2004).

En el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer, la Hsp 70 se
encuentra elevada en las placas seniles, la expresion de Hsp 90 esta
incrementada intra y extracelular. La Hsp 27 es fuertemente inducida en la
corteza cerebral, en la enfermedad de Alzheimer, y una mayor expresién en
astrocitos degenerados en areas con abundantes placas seniles. Estan
también localizadas en la microglia de lesiones circundantes en cerebros con

enfermedad de Alzheimer (Klettner,2004).

Huntington

Es una condiciéon neurodegenerativa causada por la agregacion de una
proteina que contiene poli-glutamina (Smith et al,1998 ). La poliglutamina
induce a la formacion de amiloides insolubles que forman inclusiones
intracelulares en las neuronas. Los efectos patogénicos de estas inclusiones no
han sido probados, pero se sugiere que hay una correlacion en el niumero de
inclusiones en la corteza de pacientes con esta enfermedad. Aun no se conoce
el tratamiento efectivo de la enfermedad (Klettner,2004).

La sobrexpresion de proteinas poliglutamicas es citotoxica en cultivos celulares
o incrementa la susceptibilidad a agresiones toxicas y a la sobre expresion de
proteinas que forman agregados. En estos agregados son localizadas la Hsp
40 y la Hsp 70; la sobre expresion de estas Hsps suprime la formacion de
agregaedos y reduce la muerte celular. Las proteinas poliglutamicas grandes
son probablemente desdobladas y promueven la agregacion, lo cual puede ser

prevenido por las propiedades de las Hsp (Klettner,2004).



Respuesta al estrés en la relacién hospedero/patégeno

Aunque las Hsps también estan presentes en células no estresadas en bajas
concentraciones, en las células estresadas se acumulan a altos niveles. Por
ejemplo, en E. coli, GRoEL, homologa de Hsp 60, fue la que primariamente se
describid, y representa del 1 al 2% del total de proteinas contenidas bajo
condiciones normales. Sin embargo, en condiciones de estrés ésta
concentracion se incrementa 4 o 5 veces. Aunque las Hsps no se acumulan a
tales niveles en eucariotas, su concentracién también .se incrementada
después del estrés calérico. Cuando un patégeno microbiano entra al medio
ambiente del hospedero se enfrenta a varios cambios, algunos de los cuales
son altamente estresantes. Esto incluye alteraciones de temperatura, pH y PO,
Ademas, el patogeno es expuesto a mecanismos de resistencia natural del
hospedero tales como fagocitosis por fagocitos profesionales, enfrentadose
también a reacciones de intermediarios del oxigeno y el nitrégeno. Para
protegerse del hospedero, el patogeno activa varios mecanismos de evasion
incluyendo la sintesis de Hsps. La importancia de las Hsps para la
sobrevivencia del patégeno en este medioambiente estresante, es sustentada
en experimentos con un patégeno mutante intracelular como Salmonella
typhimurium el cual sobre expresa Hsps. Este mutante demostro ser resistente
a una variedad de agentes oxidantes y caldricos. Inversamente, mutantes de S.
typhimurium con defectos de genes especificos para la sintesis de Hsps son
altamente susceptibles a la muerte activada por macréfagos y también
expresan disminucion de virulencia in vivo (Zugel y Kaufmann,1999).

La importancia de las Hsps para la supervivencia del patégeno en el hospedero
es sostenida en una gran variedad de patdgenos intracelulares, aunque la
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induccion dé Hsps es menos relevante para algunos otros microbios,
incluyendo L. monocytogenes. La capacidad de L. monocytogenes para
sobrevivir en macréfagos aun en ausencia de la sintesis elevada de Hsps,
explica el potencial de este patégeno para evadir el medioambiente estresante
endosomal al inicio de la fagocitosis. Asi, el impacto de las Hsps sobre la
supervivencia microbiana en el hospedero varia en diferentes infecciones
(Zugel y Kaufmann,1999).

La infeccién es un proceso bimodal determinado por el hospedero y el
patogeno. Durante la infeccién, tanto el patogeno como el hospedero
incrementan su produccion de Hsps. La induccion de sintesis de Hsps del
hospedero en respuesta al encuentro con el patogeno tiene por lo menos dos
Causas principales. En primer lugar, los macrofagos infectados son
confrontados con mecanismos antimicrobianos que tienen activados ellos
mismos durante la infeccion. La eficiente proteccion contra sus propias
moleculas efectoras (por ejemplo radicales libres), es vital para la supervivencia
de los propios macréfagos. En segundo lugar, desde adentro del fagocito,
muchos microbios, especialmente aquellos que persisten en el hospedero,

interfieren en el metabolismo intracelular del mismo (Zugel y Kaufmann,1999).

Hsps en Respuestas Inmunes

Numerosas publicaciones han demostrado que la Hsp 70, Hsp 90 y GRP 94
tienen un papel importante en la presentacion de antigenos a través de
complejos péptidos-Hsp derivados de células presentadoras de antigenos
(CPA) (Gullo y Teoh,2004). Por ejemplo, la expresién de Hsp 70 en células

tumorales de raton influye en el procesamiento y presentacion del antigeno a



célulés TCD4 por células presentadoras de antigenos e incrementa su
expresion en las células tumorales promoviendo la presentacion de péptidos en
la superficie, via MHC clase | (complejo mayor de histocompatibilidad clase 1).
La expresiébn de Hsp 70 en células tumorales también aumenta el
reconocimiento por las células T en otras vias diferentes al CMH (Zugel y
Kaufmann,1999; Todryk et al.,2003). Esto es atribuido a la Hsp 70 que por las
caracteristicas de participar en el procesamiento y presentacion de antigenos,
posee la capacidad de eliminar tumores pre-existentes asi como los
metastaticos en ratones (Gullo y Teoh,2004). Otro aspecto de importancia es
que la Hsp 70 expresada en la superficie celular de células parasitadas
funciona como el blanco para las células asesinas naturales (Células NK)
(Zugel y Kaufmann,1999).

En estudios de inmunizacion con células que secretan GRP 94 conteniendo el
sitio de unién- ATP y no el sitio de unién- péptido resultd en la supresion
tumoral en ratones (Gullo y Teoh,2004).

Un aspecto importante que hay que recordar es que en una infeccién, tanto el
hospedero como el antigeno se enfrentan a estrés, lo que conlleva a la sintesis
de Hsps (Gullo y Teoh,2004), ésto representa un problema para el sistema
inmunitario del hospedero ya que tiene que distinguir a las proteinas del
hospedero y a las del antigeno, y comunmente, la alta homologia entre las
Hsps de ambas partes, por ejemplo la CPN 60 de humanos y la de E. coli son
en un 52% idénticas y 67% similares en la cantidad de aminoacidos, producen
trastornos de autoinmunidad (Ranford y Henderson,2002). Cada vez hay mas
evidencias de una posible interaccion entre la infeccion bacteriana y la

induccion de algunas enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, se ha



encontrado reacciéon de células T CD8 con CPN 60 del hospedero, como
causa de reacciones inflamatorias crénicas en el intestino de ratones. Sin
embargo, paradgjicamente CPN 60 puede aminorar o inhibir la progresién de

algunas enfermedades autoinmunes (Ranford y Henderson,2002).

Vacunacion con Hsps de Patéogenos

Las Hsps representan a antigenos en numerosas infecciones microbianas, por
lo que se ha sugerido el uso potencial de las Hsps derivadas de patégenos
para vacunacion. De hecho, en varios modelos de enfermedades infecciosas,
diferentes estrategias de vacunacion usando Hsps producen significante
proteccion inducida. Por ejemplo, la inmunizaciéon de ratones, con GroES y
GroEL de Helicobacter pilory protegié a los animales de una infeccién posterior
y del desarrollo de la enfermedad gastrointestinal. Ademas, la vacunacion de
ratones con Hsp 60 de Histoplasma capsulatum indujo proteccion contra
histoplamosis pulmonar. Otros ejemplos de una respuesta inmunoprotectora
anti-Hsps ha sido demostrado en ratones con infeccion de Yersinia enterolitica.
La inmunizacién de ratones con Hsp 60 de Y. enterolitica indujo una fuerte
reaccion de las células T contra la Hsp 60 de Y. enterolitica, la cual confirio

proteccion en un posterior desafio con Yersinia (Zugel y Kaufmann,1999).

En otros experimentos, usando vacunaciéon con DNA del virus de la encefalitis
japonesa (VEJ) con proteinas no estructurales y Hsp 70.1 en ratones, dio como
resultado una fuerte respuesta inmune haciendo resistentes a los ratones en
desafios letales con VEJ. Aunque estos estudios tienen limitaciones inherentes,

es claro que estrategias de vacunacion/transfeccion con Hsps pueden ser
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usadas para obtener fuertes respuestas inmunes celulares pero no humorales
(Gullo y Teoh,2004). En un experimento en el cual no se obtuvo la misma
respuesta, fue con el parasito intracelular Brucella abortus, en la cual
anteriormente se pensaba que las Hsps participaban en la patogénesis de B.
abortus, y posteriormente se reportd que esto era incierto (Ko y Splitter,2003).
Se desarrolldé una vacuna de virus recombinante conteniendo varias proteinas
de B. abortus en ratas BALB/c. En Ia inoculacion del virus recombinante/GroEL,
GroEL produjo anticuerpos especificos para la vacuna. Aunque la induccion de
respuestas especificas para GroEL y la vacuna viral demostré una aparente
produccion de anticuerpos en las ratas, no se mantuvo un nivel de proteccion

significativo (Baloglu et al.,2000).

Estrés Calérico en la Reproduccion

El estrés calérico en el ganado tiene un impacto adverso en multiples funciones
fisiolégi_cas importantes para la reproduccion (Hansen y Arechiga,1999;
Jordan,2003). El estrés calérico reduce el flujo sanguineo en el tracto
reproductivo, altera la secrecién de las hormonas reproductivas y la dinamica
del crecimiento folicular, compromete la competencia del oocito (Block et
al.,2002) y la funcién uterina, altera la duracion del estro (alrededor de 10
horas, en comparacion con 18 horas cuando no hay estrés calorico)
(Mellado,1995: Jordan,2003), la calidad del calostro, la tasa de concepcion, el
estado endocrino, los mecanismos luteoliticos (Jordan,2003) y reduce el
desarrollo embrionario (Block et al.,2002; Jordan,2003). Sin embargo, el estrés
caldrico afecta en menor grado la reproduccion del ganado que desciende del

Bos indicus y ciertas razas del Bos taurus adaptadas tropicalmente, en



comparacion con el ganado descendiente del Bos taurus (Block et al.,2002). En
la actualidad, el indice de temperatura-humedad (THI), es el mejor, simple y
practico indicador para medir el calor del medioambiente, causal de estrés

calorico en el ganado lechero (Du Preez,2000).

Diferencias entre Razas Cebu y Europeas

Durante la evolucion del ganado Cebid (Bos indicus) y Bos taurus, han
adquirido genes que les confieren termotolerancia a nivel fisiologico y celular
(Mellado,1995; Hansen,2004). El ganado Cebd es capaz de regular mejor la
temperatura corporal en respuesta al estrés caldrico en comparaciéon con las
razas que descienden del Bos taurus. Ademas, la exposicion a elevadas
temperaturas es menos dafina sobre las células del ganado Cebu que sobre
las células de razas europeas. La habilidad superior para regular la
temperatura corporal durante el estrés caldrico es el resultado de una tasa
metabdlica inferior en el Bos indicus teniendo asi mayor capacidad para disipar
calor. Por ejemplo, la tasa de produccion de calor por unidad superficial en
vacas no lactantes y en ayunas fue estimada en 100 Mcal/m? para Holstein, 75
Mcal/m? para Jersey y 57 Mcal/m? para Red shini x Holstein. Las propiedades
del pelo en el ganado Cebu elevan la conduccién y conveccion, ademas
reducen la absorcién solar (Mellado,1995). El Bos indicus diverge del Bos
taurus mas o menos entre 850,000 o 110,000 afos (Hansen,2004) y evidencias
encontradas sostienen la existencia de un gen en el ganado, designado como
el gen del pelo liso, que es de herencia dominante y responsable de producir
una capa de pelo corto y liso (Olson,2003). El ganado con este tipo de pelo

mantiene una temperatura rectal (RT) baja. El efecto del gen del pelo liso sobre
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la RT depende del grado de estrés calérico y parece estar afectado por la etapa
y/o estado de lactacién. El gen es encontrado en ganado Senepol y razas
criollas (originarias de Espafa) en América del Sur y América Central (Olson et
al.,2003).

Aunque las propiedades de la piel explican la termotolerancia del ganado Cebu,
una posible causa es que la cantidad de anastomosis arteriovenosa es mas
alta en el ganado B. indicus, lo que facilita el incremento del flujo sanguineo a
la piel durante el estrés caldrico, aunque a consecuencia de esta respuesta, el
canal reproductivo recibe menos cantidad de sangre, lo que significa una
reduccién en el intercambio de nutrientes en los diferentes segmentos del
aparato genital (Mellado,1995).

Se ha reportado que el ganado Cebu tiene una alta densidad de glandulas
sudoriparas en comparaciéon con las razas europeas (Mellado,1995;
Hansen,2004), aunque no hay diferencias en la densidad de glandulas
sudoriparas entre Sahiwal y Jersey. Ademas, las glandulas sudoriparas del B.
indicus tienen mayor tamafno, estan mas juntas y tienen mas capas de células
en la parte epitelial que las del B. taurus (Hansen,2004).

El estrés caldrico tiene menos efectos severos sobre la calidad de semen de
toros Cebu que sobre toros de razas europeas. Este fendémeno no sélo refleja
adaptaciones de termorregulacion general si no también adaptaciones
especificas que elevan el enfriamiento local de la sangre que entra al testiculo.
Esta conclusion es basada sobre los resultados de un estudio reciente
comparando las caracteristicas anatémicas del sistema termorregulador entre
el Nelore (cruza de Charolais x Cebu), y toros Angus. Se encontré en los

resultados que el radio de la arteria testicular en relacion al volumen testicular



fue mayor para toros Nelore, intermedio para toros cruzados y menor para
toros Angus. El espesor de la pared de la arteria testicular, y la distancia entre
la sangre venosa y arterial en el cono testicular fue menor en el Nelore,
intermedio en razas cruzadas y mayor en el Angus. Tales diferencias
anatomicas, dan una temperatura intraarterial testicular baja en el Nelore,

intermedia en razas cruzadas y mayor en el Angus (Hansen,2004).

Disipacion del Calor

El calor al que estan sujetas las vacas proviene fundamentalmente de fuentes
exogenas (medio ambiente) y enddgenas (metabolismo interno del animal:
digestion microbiana del tracto gastrointestinal, la actividad fisica, la produccion
de leche). El vapor del agua, las moléculas del aire y polvo, el bidxido de
carbono y el ozono absorben radiacion solar, y ésta es emitida a la superficie
de la tierra y a la superficie de los animales. La cantidad de calor que absorbe
el animal expuesto a la radiacion solar directa depende del color de su pelo, por
ejemplo, las vacas negras absorben una mayor radiacion solar que las vacas
blancas. Las vacas Holstein de color predominante blanco, presentan menos
dias abiertos y servicios por concepcion. Por otro, lado las vacas de pelo
blanco presentan el problema del piel despigmentada, lo cual ocasiona
quemaduras o cancer de la piel como consecuencia de la mayor penetracion
de la radiacion solar en los animales de colores claros (Mellado,1995;
Hansen,2004).

La sudoracion y el jadeo son los principales mecanismos para la disipacion del
calor de vacas sometidas a estrés caldrico. La evaporacion del agua (sudor)

ocurre en la superficie de la piel de las vacas y en el tracto respiratorio; de esta
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manera, en ambientes calientes, las vacas incrementan la tasa de evaporacion
como resultado del aumento en la sudoracién y de la frecuencia respiratoria,
esto ultimo puede llevar al desarrollo de una alcalosis respiratoria la cual va en
aumento paralelo al incremento de la temperatura ambiental, ya que al
aumentar la pérdida del CO, se puede reducir el bicarbonato disponible para su
uso como amortiguador en el rumen por medio de la secrecion salival y cuando
la alcalosis respiratoria se presenta, el organismo incrementa la excrecion de
bicarbonato en la orina y lo disminuye en la saliva, mientras que en el rumen,
las temperaturas elevadas causan una reduccion en el PH (Mellado,1995;
West,2003). Ademas de lo anterior se reduce la motilidad del rumen y de los
intestinos con lo que se provoca que se vuelva mas lenta la tasa de pasaje del
alimento por el canal digestivo.

La pérdida del calor por evaporacion del sudor representa el mecanismo mas
importante para la disipacién del calor en el bovino (Mellado,1995). En regiones
con elevada humedad, la disipacion del calor por evaporacion del agua se
complica, debido a que el aire saturado de humedad interfiere con la
évaporacion del agua de la superficie del animal. Ademas de los medios
evaporativos para la disipacion del calor, los bovinos pierden calor a través de
la conduccién, conveccion vy radiacion (Mellado,1995; West,2003). Para que
ocurra una pérdida de calor por los medios antes mencionados, se requiere
que exista un gradiente térmico entre el cuerpo del animal y su medioambiente.
La pérdida de calor por conveccion se basa en el principio de que el calor fluye
de los objetos calientes a los objetos frios: en consecuencia, para lo anterior
se requiere el contacto fisico de los objetos y una conductividad térmica de las

superficies en contacto. El hecho de que las vacas se sumerjan parcialmente



en los estanques de agua donde el calor corporal se transfiere al liquido es el
ejemplo de como los animales hacen uso de este principio para la disipacion
del calor, debido a que la temperatura del agua es inferior a la temperatura
corporal de la vaca (Mellado,1995).

Los mecanismos termorreguladores en el ganado son similares a los de otros
homeotermos. El ganado regula la temperatura corporal igualando el calor
producido por el metabolismo a través de flujo de calor del animal al entorno
ambiental. El flujo del calor ocurre a través de procesos dependientes de la
temperatura del entorno (por ejemplo; pérdida de calor sensible: conduccion,
convecciodn, radiacion) y humedad (pérdida latente; evaporacion a través del
sudor y jadeo) (Hansen,2004). Una respuesta fisiologica al estrés caldrico es la
reduccion en la produccién de calor, lo cual es causado en gran parte por la
disminucién en el consumo de alimento (Wolfenson et al.,2000; De Rensis et
al.,2002; Sapolsky et al.,2002: West,2003:; Hansen,2004), produccién de leche
y secrecion de la hormona tiroidea. El estrés calorico también lleva a la
activacién de mecanismos para la pérdida de calor (Hansen,2004). El flujo
sanguineo se incrementa hacia la periferia para que la pérdida de calor via
conduccién y conveccidon aumente (Hansen y Arechiga,1999; Hansen,2004).
Sin embargo, aunque estas respuestas adaptativas incrementan la disipacicﬁn
del calor corporal al medioambiente, esto también conlleva a una perfusion baja
en la vasculatura placentaria y por lo tanto un crecimiento fetal retardado

(Hansen y Arechiga,1999).

o
co



Alteraciones Endocrinas

Al inicio del estrés calérico se incrementan los niveles sanguineos de ACTH,
cortisol (Mellado,1995; Hansen y Arechiga,1999), prolactina, epinefrina,
norepinefrina  (Mellado,1995: Du Preez,2000), dopamina, histamina y
serotonina para la termorregulacion en los mamiferos (Du Preez,2000); sin
embargo, si la hipertermia se prolonga, sélo, permanecen elevados los niveles
de las catecolaminas (Mellado,1995; Du Preez,2000). La adrenalina es
primariamente sintetizada y almacenada en la médula adrenal, y es secretada
a la circulacién, actuando en érganos distantes en situaciones de estrés y
promueviendo una respuesta fisioldgica rapida a emergencias tales como frio,
fatiga y estrés. La noradrenalina y adrenalina circulantes inducen efectos
metabdlicos, incluyendo glicogendlisis en el higado y musculo esquelético, y un
incremento en el nivel de &cidos grasos volatiles en la circulacién como
resultado de la estimulacion de lipdlisis en el tejido adiposo (Du Preez,2000).
Ademas, como consecuencia de que las glandulas sudoriparas de los bovinos
carecen de inervacién, y el funcionamiento de éstas parece ser regulado
mediante la epinefrina y norepinefrina, los niveles se incrementan en el plasma
sanguineo con las temperaturas elevadas (Mellado,1995). Se ha reportado que
la ACTH bloquea el comportamiento sexual inducido por el estradiol (Hansen y
Arechiga,1999:; Sapolsky et al.,2002), mientras que otra hormona, también
liberada, es la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que inhibe el
comportamiento vy la fisiologia reproductiva, y la administracion de antagonistas
de CRH revierten parcialmente la supresion de la liberacion de LH inducida por
el estrés. También la liberacién de opioides durante el estrés suprime la

reproduccién y, similar a la CRH, involucra la inhibicién de la liberacion de



GnRH (hormona liberadora de ganadotropinas), inhibicién que parece tener un
mecanismo similar por el cual la CRH ejerce sus acciones negativas en la
reproduccion (Hansen y Arechiga,1999). La  disminucién de la liberacion de
GnRH vy la liberacién basal de LH por estimulacién de la GnRH, ocurre
predominantemente en hembras. En la figura 4 se presenta un esquema de
como el estrés caldrico influye en la disminucion de estas dos hormonas

reproductivas (Mellado,1995; Wolfenson et al.,2000: Sapolsky et al.,2002).

. Comportamiento estral disminuido

} . Calidad de oocitos baja

Concentracion de
estradiol baja

Disminucion de . - B
GnRH y LH Pérdida del embrién -—-’ Infertilidad

.ﬂll;*:

Balance energético
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Ambiente uterino
comprometido

q--nu’
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de materia seca ‘. amssssnmas Esués calrico

Fig. 4; Una descripcion esquematica de un posible mecanismo del efecto del estrés calérico
sobre la reproduccion en vacas lecheras lactando. El estrés calérico puede actuar en mas de una
via para reducir la fertilidad en vacas lecheras lactando. El estrés calérico puede reducir el
consumo de materia seca e inhibir indirectamente la secreciéon de GnRH y LH del sistema
hipotalamo-pituitaria (lineas punteadas). Sin embargo, no estd claro si el estrés calorico puede
también influir directamente en el sistema hipotalamo-pituitaria (lineas delgadas continuas) para
reducir la secrecion de GnRH y LH. El estrés calorico puede comprometer directamente al

medioambiente (lineas gruesas) uterino y causar pérdida de embriones e infertilidad (Rensis y
Scaramuzzi,2003).

En adicién, los glucocorticoides (GCs) reducen la sensibilidad de los receptores

de la LH en las gonadas (este efecto ocurre predominantemente en machos).
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Estos modelos se presentan en sistemas in vitro e in vivo de roedores,
humanos y otros primates (Sapolsky et al.,2002). Aunque la principal razéon
posible por la que el estrés calorico reduce la expresiéon del estro es por la
letargia fisica producida (Hansen y Arechiga,1999; De Rensis et al.,2002), la
actividad fisica reducida es probablemente una respuesta adaptativa para
limitar la produccion de calor (Hansen y Arechiga,1999). En 1988, se encontro
que las concentraciones plasmaticas de progesterona pueden ser reducidas en
el ganado lechero bajo estrés caldrico, posteriormente se demostré que no hay
diferencias en las concentraciones plasmaticas de progesterona. En una
revision en el 2000 se concluyo que el estrés caldrico cronico reduce las
concentraciones de progesterona, y que las concentraciones de progesterona
pueden ser elevadas después del estrés caldrico agudo (Hansen vy
Arechiga,1999; Wolfenson et al,2000; De Rensis et al.,2002; Jordan,2003;
Willard et al.,2003), aunque la disminucion de LH parece no tener una
influencia importante sobre la secrecion de las hormonas del ovario. En 1999
se demostrd6 que la inyeccion de un agonista de la GnRH o hCG
(gonadotropina coridnica humana) en el dia 5 del ciclo estral resulta en una
ovulacién del foliculo dominante de la primera oleada y la formaciéon de un CL
accesorio, y en consecuencia, una elevacion de los niveles de progesterona
(Ullah et al.,1996; De Rensis et al.,2002; Jordan,2003). Sin embargo, las vacas
lecheras lactando que recibieron inyecciones de hCG en el dia 5 o 6
postinseminacion no mejoraron la tasa de concepcién durante el estrés
caldrico. Un mecanismo potencial por el cual la hCG puede elevar la tasa de
concepcion es por la minimizacion de estrégenos durante el reconocimiento de

la prefiez (Jordan,2003). Aunque la aldosterona se debe incrementar en el
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plasma como respuesta a la pérdida de agua en los animales, en la vaca los
niveles de ésta hormona se reducen durante el estrés caldrico, una explicacion
de esta respuesta es que permite una mayor excreciéon de sodio en la orina, lo
cual compensa las pérdidas elevadas de potasio en el sudor del animal

(Mellado,1995).

Aromatasa

El gen de la familia P450 es muy grande, conteniene mas de 480 miembros en
74 familias, de las cuales |a P450ar0m es el Unico miembro de Ia familia 19. Esta
€s responsable de la union al C19 del sustrato esteroidal androgénico vy
catalizando una serie de reacciones que llevan a la formacion del anillo fenslico
A, caracteristico de los estrogenos (Simpson,2002; Simpson et al.,2002).

La aromatasa es una enzima compleja que cataliza la sintesis de andrégenos,
y por consiguiente, tiene un potencial tnico para influir en el balance fisiologico
entre las hormonas esteroidales sexuales. El citocromo P450 aromatasa
(P450ar0m) y el NADPH-citocromo P450 reductasa, son los dos componentes
esenciales del complejo enzimatico, estan altamente conservados entre los
mamiferos y vertebrados. La expresion de la aromatasa ocurre en las gonadas
y el cerebro, y es esencial para el desarrollo reproductivo y la fertilidad. En
adicion, en varias especies, incluyendo los humanos, la expresion de la
aromatasa tiene una distribuciéon mas amplia en los tejidos, incluyendo
placenta, tejido adiposo, higado fetal y hueso (Conley vy Hinshelwood,2001).
Los estrégenos son productos del metabolismo de los andrégenos catalizados
por el complejo enzimatico conocido como aromatasa (Manuel Silva vy

Price,2000; Conley y Hinshelwood,2001: Simpson et al.,2002: Montafio y
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Ruiz,2005). La androstenidiona y la testosterona son los sustratos mas
comunes, conocidos y probablemente los mas importantes para ser convertidos
a estrona a través del citocromo P450 aromatasa (Manuel Silva y Price,2000:
Conley y Hinshelwood,2001). La estrona es convertida a estradiol por la 17-B
“hidroxiesteroide deshidrogenasa (Manuel Silva y Price,2000). El aumento de
los receptores para la LH en las células de la granulosa del foliculo dominante,
posiblemente aumenta la actividad de la aromatasa en respuesta a las
gonadotropinas, o provoca un cambio de dependencia de FSH a LH en el
foliculo. En el foliculo, la leptina en concentraciones fisiolégicas, estimula la
actividad de la aromatasa. Pero las concentraciones altas en el foliculo y en el
liquido folicular pueden bloquear la esteroidogénesis y se relaciona con bajas
concentraciones de oxigeno intrafolicular, impidiendo al oocito desarrollar
competencia (Montafio y Ruiz,2005).

En el ovario, la expresion de P450 ,om es mas alta en las celulas de la
granulosa de foiiculos preovulatorios que en los foliculos pequerios. En algunas
especies tales como los humanos y roedores, la P450,,,, puede también estar
localizada en el cuerpo luteo. En el testiculo, la actividad de la aromatasa se
observa en las células de Sertoli antes de la pubertad y en las células de
Leyding de roedores machos ad;JItos. La biosintesis de estrégenos y la
expresion de P45040m en el cerebro es necesaria para el comportamiento
sexual normal. La aromatasa en el cerebro ha sido estudiada primaria y
ampliamente en ratas. Una alta actividad fue encontrada en el area basal
medial del hipotadlamo y en las regiones amigdaloides de ratas.
Especificamente, la actividad de Ia aromatasa fue alta en la amigdala, nucleo

predptico periventricular y nucleo predptico medial y con baja actividad en el
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nucleo  supraquiasmatico,  hipotalamo anterior,  hipotalamo  anterior
periventricular, ndcleo arcuato, la corteza y varias otras regiones. En el ovario y
testiculos, las gonadotropinas FSH y LH acttan a través del incremento del
AMPc intracelular para inducir la expresion de P450 arom. De forma contraria,
en el cerebro, los agentes que incrementan la concentracion de AMPc causan
una disminucion de la actividad de la aromatasa, mientras que los androégenos
pueden actuar para inducir la expresién del gen (Conley y Hinshelwood,2001).

Se ha sugerido que en el ganado el liquido folicular tiene efectos moduladores
directos sobre el crecimiento y la maduracion folicular. En una prueba in vitro
S€ uso aromatasa activa de fragmentos de la pared folicular fue utilizada para
probar si el liquido folicular (de foliculos dominantes o no dominantes) modula
la actividad de la aromatasa, observando que el liquido de foliculos dominantes
€n una concentracion de 24 o 12% (obtenido durante la fase folicular y luteal,
respectivamente) inhibié significativamente la actividad de la aromatasa. La
actividad inhibitoria fue baja o ausente en el liquido de foliculos no dominantes.
En la segunda parte del estudio, se intenté la identificacion de compuestos
involucrados en esta actividad modulatoria fue intentada usando SDS-PAGE,
demostrandose que una proteina (90 kDa, pl 5.8) fue significativamente
abundante en el quuido. de foliculos dominantes. Esta proteina tiene
Caracteristicas similares a la Hsp 90, por lo que, en la parte final de este
estudio, la presencia de Hsp 90 en células del ovario y liquido folicular fue
investigada usando analisis de inmunohistoquimica y Western Blot. Después
de la inmunohistoquimica, una sefal positiva fue detectada en células de la
granulosa, principalmente de foliculos grandes y, en menor magnitud, en

células tecales y oocitos. Los analisis de Western Blot demostraron la
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presencia de Hsp 90 en fragmentos de la pared y liquido folicular. En adicién la
Hsp 90 purificada de foliculos de bovinos in vitro suprimié la actividad de la
aromatasa (Driancourt et al.,1999), por lo que se propuso que la Hsp 90 es un
regulador funcional de la maduracion folicular a través de su accién sobre la
aromatasa (Driancourt et al.,1999).

Otros estudios indicaron que la concentracion de estradiol en el plasma es baja
durante el estrés caldrico (Hansen y Arechiga,1999; Wolfenson et al.,2000) y se
ha reportado que en células de la granulosa de foliculos pequefios (2-4 mm)
cultivados, la secrecion de estradiol se incrementd con el tiempo vy esta
correlacionada con el incremento de mMRNA PA450.500 (Manuel Silva vy
Price,2000). La disminucién de la capacidad esteroidogénica de los foliculos
bajo estrés calorico involucra una baja actividad de la aromatasa en las células
de la granulosa, y una baja concentracién de estradiol en el liquido folicular del
foliculo dominante en el dia 8 del ciclo estral. Esta disminucion fue debida
primariamente a una reduccion drastica de la producciéon de androstenidiona
por células de la teca durante el verano (4.1 ys 1.1 ng/1 0° en células viables).
La produccién de estradiol por células de la granulosa disminuye en verano a
cerca del 50% a diferencia de la produccién en invierno. Ademas, el porcentaje
de células viables' de la granulosa de foliculos colectados en verano tenia una
disminucion del 60% en comparacion con las de invierno, contribuyendo a una
reduccion de la secrecion in vivo de estradiol a la circulacién. La produccion
reducida de androstenidiona por células de la teca fue encontrada en células
incubadas in vitro a altas temperaturas, y en foliculos colectados en invierno

de vacas previamente expuestas a tres dias de estrés caloérico agudo

(Wolfenson et al.,2000).
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Los androgenos y los estrégenos tienen papeles metabolicos generales que no
estan directamente involucrados en los procesos reproductivos. Estas acciones
incluyen: funcion vascular, metabolismo de carbohidratos vy lipidos, asi como la
mineralizacion del hueso y el cerramiento de las epifisis de hombres y mujeres.
En las mujeres con postmenopausia, asi como en el hombre
(postandropausia), los estrogenos no son solamente un factor endocrino,
ademas de que son producidos en un numero de sitios extragonadales y
actuan localmente en éstos en una forma paracrina e intracrina. Estos sitios
incluyen: senos, hueso, vasculatura, y cerebro. Dentro de estos sitios, la accion
de la aromatasa puede generar localmente niveles altos de estradiol sin afectar
significativamente los niveles circulatorios. La circulacion del precursor
esteroidal es el sustrato esencial para la sintesis de estrégenos
extragonadales. Hay que tomar en cuenta que los niveles de precursores
androgénicos dismuyen marcadamente en la mujer con el avance de la edad,
posiblemente a la mitad en comparacion con los afios reproductivos. Esto
puede ser una razon fundamental por que la mujer corre un peligro
incrementado por la pérdida de minerales en los huesos, exponiéndola a
fracturas. Por esto se ha pensado en un posible desarrollo de moduladores
selectivos .de aromatasa (SAMs) que bloquean su expresion, por ejemplo, en
los senos, pero permitiendo la sintesis intacta en otros tejidos tales como el

hueso (Simpson et al.,2002).

Factor-1 de Crecimiento Similar a la Insulina

Es un complejo proteico sintetizado principalmente en el higado, conformado

por dos ligandos IGF-1 y IGF-Il (factor de crecimiento similar a la insulina | y Il
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&



respectivamente) y sus correspondientes receptores, ademés de seis proteinas
transportadoras (IGFBPs), las cuales son responsables de la bioactividad del
IGF-l. En el ovario, el IGF estimula la proliferacion de células de la granulosa,
promueve la esteroidogénesis, la foliculogénesis, la ovulacion, la fertilizacion, la
implantacion y el desarrollo embrionario. El receptor tipo | esta en células de
foliculos normales o atrésicos, ya sea en estados primarios o preovulatorios. El
IGF-l influye en la reproduccioén promoviendo la sintesis de receptores de FSH
y LH seguido por la esteroidogénesis y la produccion de inhibinas en células
foliculares (Montafo y Ruiz,2005).

Reportes anteriores mencionaban que el estrés caldrico no reduce las
concentraciones de IGF-1(Hansen y Arechiga,1999), pero en la actualidad, se
ha reportado que el estrés calorico, afecta la actividad ovarica en bovinos: lo
cual resulta en la alteracion de la secrecion de gonadotropinas y la reduccion
de factores intraovaricos tales como el IGF-I y de las proteinas transportadoras

del IGF-I (IGFBPs) u otros factores intraovaricos (Jousan y Hansen,2004).

En un estudio en que se usaron como modelo embriones producidos in vitro, se
hipotetizé que el IGF-1 puede proteger a los embriones en la preimplantacion
pér la reduccion de los efectos del estrés calérico sobre el numero celular total,
la proporcion de blastomeros que sufren apoptosis, y el porcentaje de
embriones que se desarrollan a la etapa de blastocito (Jousan y Hansen,2004).
Los embriones fueron cultivados con y sin IGF-1; en el dia 5 después de la
inseminacion, los embriones > 16 células fueron cultivados a 38.5 °C por 24
horas o sujetos a 41 °C por 9 horas y después a 35 °C por 15 horas. El estrés

caldrico redujo el niumero celular total en 24 horas después de la iniciacion del



estrés caldérico e incrementd el porcentaje de blastomeros que sufrian
apoptosis. Los efectos del estrés caldrico fueron menores para los embriones
tratados con IGF-1, el cual incrementa la masa celular del embrién. La adicion
de IGF-1 en un medio de cultivo reduce la incidencia de apoptosis espontanea
en embriones de varias especies, incluyendo al humano, conejo, ratéon y bovino
y bloguea la apoptosis inducida por radiacion ultravioleta, factor-a de necrosis
tumoral, en embriones en preimplantacion. La adicion de IGF-1 en un medio de
cultivo tambien reduce el efecto del peroxido de hidrogeno sobre el desarrollo
en embriones de ratones en preimplantaciéon (Jousan y Hansen,2004). Otro
compuesto con efectos similares es el éxido nitrico, un radical libre gaseoso,
que en ratas esta involucrado en la regulaciéon de varias funciones fisiolégicas
del ovario tales como la esteroidogénesis, la maduraciéon meidtica del oocito, y
la ovulacion. La NOS (oxido nitrico sintetasa) y la NOS inducible, son las dos
isoformas del oxido nitrico presentes en el ovario, consideradas por influir en la
muerte celular programada de ceélulas foliculares. Sin embargo, los
mecanismos responsables para la inhibicién de la apoptosis mediada por el NO
no estan claros, aunque se ha reportado un numero de blancos nucleares para
el NO, entre ellos las Hsps. Aunque la exposicion a estrés caldrico puede
inducir apoptosis, se ha demostrado que la induccién de las Hsps confieren

resistencia a estimulos apoptdsicos subsecuentes (Yoon et al.,2002).

Parametros para la Determinacion del Estrés Calérico

El uso de la temperatura corporal y la frecuencia respiratoria como parametros

para determinar el estrés caldrico en el ganado lechero es practicamente facil
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pero relativamente confiable. Estos parémétros fisioldgicos siempre deben ser
usados junto con valores del THI (indice de temperatura-humedad) para
determinar y evaluar el estrés calorico en el ganado lechero (Du Preez,2000).
En el cuadro 2, se presentan los principales parametros para la determinacion

del estrés caldrico.

Cuadro 2. Diagrama de parametros para la determinacion y evaluacion del estrés calorico en
ganado lechero (Du Preez,2000)

Factor Parametro Determinantes
Medioambiental THI Temperatura

Humedad relativa
Radiacion
Viento

Animal/vacas Comportamiento: Confort Desempenio suboptimo

lecheras Frecuencia respiratoria
Fisiolégico Temperatura corporal

Frecuencia respiratoria

Frecuencia cardiaca

Producciéon y composicion de leche
Hormonas y metabolitos:

cortisol plasmatico, acido vanilico.

Genético Aclimatacion
Adaptacién

Termotolerancia y Aclimatacién

La habilidad de las Hsps para conferir termotolerancia en células cultivadas y
en animales ha sido bien documentada. La termotolerancia se refiere a la
habilidad de un organismo para sobrevivir a un estrés no letal con una

exposicion anterior al calor lo suficiente como para causar acumulacion de
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Hsps. Sin tener en cuenta los estifnulos, los puntos de la termotolerancia son 1)
supervivencia de las células u organismo a un estrés no letal; 2) sintesis de
Hsps; 3) Duracion relativamente corta (horas a dias) y se correlaciona a la
presencia celular elevada de Hsps y la declinacion con la disminucién de las
Hsps. Los requerimientos de las Hsps para la termotolerancia y el papel de las
Hsps en el plegamiento y transporte proteico sostienen la hipotesis de que el
estado de termotolerancia es dependiente de una o todas la funciones
relacionadas con las Hsps, especialmente a través de la conduccién de
proteinas desnaturalizadas y fragmentos proteicos parcialmente sintetizados.

La aclimatacion al calor se refiere a la habilidad de un organismo para realizar
un trabajo en un medioambiente con temperaturas elevadas, asi como
continuar el trabajo bajo temperaturas elevadas no letales. En adicién, Ia
aclimatacioén al calor resulta de una serie de elevaciones en la temperatura
central, generada por la realizacién de un trabajo en el calor. La hipertermia
pasiva es normalmente asociada solamente con la aclimatacién parcial. En
contraste, a la termotolerancia, en la cual se sufre un rapido decaimiento
correlacionado a la declinacion de las Hsps, la aclimatacion al calor puede ser
obtenida por periodos prolongados para que el organismo continte sufriendo
elevaciones periddicas en la temperatura central. Finalmente, no hay modelos
celulares de aclimatacion al calor, la que, no solo reduce la temperatura central
y provee mayor calor para transferirlo a la piel, ¢ la capacidad de disipacion de
calor sino que también permite al organismo tolerar la alta temperatura central

(Moseley,1997).



Inicialmente, la acumulacion de Hsps-inducida por estrés, se asocio con la
termotolerancia, y posteriormente a la tolerancia a una variedad de estresores,
incluyendo, isquemia, irradiacion ultravioleta, citoquinas tales como el factor de
necrosis tumoral-a. (IFN-a). El hecho de que la sobre expresion de Hsps
confiera tolerancia, en ausencia de estrés, el bloqueo de la acumulacion de
Hsps a través de anticuerpos altera fuertemente la tolerancia al estrés. Esto
sostiene la hipodtesis de que las Hsps confieren tolerancia al estrés aungue no
esta completamente entendido, pero se relaciona al papel principal de las Hsps
en el procesamiento de las proteinas desnaturalizadas por estrés

(Moseley,1997).

Temperatura Corporal

La temperatura corporal normal de una vaca lechera varia entre 38.3 y 38.8 °C.
En el cuadro 3, se presenta la temperatura corporal, la frecuencia respiratoria y
cardiaca en promedio, de vacas Holstein bajo condiciones normales y de
estreés, considerando el THI (Du Preez,2000). Cuando el ganado presenta una
temperatura rectal de 40 °C como resultado de una exposicion a una
temperatura ambiente de 32.2 °C por 72 horas postinseminacion presenta una
tasa de concepcion del 0%, comparadas con la tasa de concepcion del 48%
cuando la temperatura rectal es de 38.5 °C en las vacas que se encuentran en
una temperatura ambiente de 21.1 °C (Jordan,2003). Varios estudios
demuestran que la temperatura corporal en razas lecheras europeas se
incrementa cuando la temperatura ambiental supera los 21 °C. La exposicion

prolongada del ganado lechero al calor (33.5 °C) resulta en un efecto general
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reduciendo las concentraciones plasmaticas del cortisol. Los niveles
plasmaticos reducidos de glucocorticoides que ocurren durante la aclimatacién
al calor son mecanismos regulatorios benéficos para reducir la produccién de

calor del animal (Du Preez,2000).

Indice de Temperatura-Humedad

Se han determinado los valores del THI (indice de temperatura-humedad)
como minimo, medio y maximo, en 64, 72 y 76 unidades respectivamente, los
valores del THI han sido utilizados para determinar la seguridad del ganado
ante las condiciones climaticas, obsérvese el cuadro 4 (West,2003), por lo que
el estrés calorico es definido frecuentemente cuando ocurre un THI que excede
de 72 unidades (Ominski et al.,2002; Jordan,2003). La produccion en vacas
Holstein declina .88 kg por cada unidad incrementada en el THI promedio, y el
consumo de materia seca disminuye .85 kg por cada grado incrementado en la
temperatura ambiental (West,2003). Ravagnolo, encontrd que la tasa de no
retorno a celo empieza a declinar cuando el THI es de 66 y 70 unidades
(2002).

Cuadro 4. Categorias de indices de

seguridad climética en el ganado (LWSD),

de acuerdo a los valores del indice de
temperatura-humedad (THI) (Du

Preez,2000).
Valor del THI LWSI
70 o menos Normal
71-78 Alerta
79-83 Peligro

83 0 mas Emergencia
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El rango en la temperatura ambiental para una produccion optima de leche
oscila entre los 5 °C y los 25 °C (Mellado,1995; West,2003), se ha reporto que
la temperatura critica para las vacas lecheras es de 25 a 26 °C (Mellado,1995;
Hansen y Arechiga,1999; West,2003) y si la temperatura ambiental alcanza
valores muy altos, la del aparato reproductivo se incrementa (Mellado,1995).

Cuando en el ambiente se superan los 26 °C o cuando la temperatura rectal
rebasa los 39 °C durante mas de 16 horas, tanto el consumo de alimento como
la producciéon de leche empiezan a declinar. En vacas de raza europea la
produccién declina 3.5 kg por dia, a partir de que la temperatura ambiental
llega a los 31 °C. Con una temperatura similar, pero manteniendo un nivel de
consumo caracteristico de un animal no sujeto a estrés calérico, la produccion
de leche disminuye 2.12 kg por dia (Mellado,1995). La alimentacién durante las
horas frescas del dia o en la noche es una técnica que ha sido recomendada
por varias investigaciones y nutridlogos y ha sido utilizada por productores de

leche para disminuir los efectos del estrés calérico (Ominski et al.,2002).

Estrategias para Minimizar el Estrés Caldrico

En 1986 se identificaron tres estrategias de manejo para minimizar los efectos
del estrés caldrico: 1) modificacién fisica del medioambiente (sombra,
aspersores y ventilacion); 2) el desarrollo genético de razas tolerantes al calor,
y 3) practicas de mejoramiento en el manejo nutricional. Basandose en el

conocimiento actual, la combinacion de estas tres practicas son necesarias
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para optimizar la produccion en vacas lecheras en climas calientes y en climas
himedos (West,2003).

Para incrementar la comprension de la funcién reproductiva y su alteracion por
el estrés caldrico, se han creado estrategias para la reducir los deterioros
consecuentes del estrés caldrico sobre |a reproduccion. Esto incluye induccion
hormonal para inseminacion a tiempo fijo, lo cual reduce las pérdidas en la
eficiencia reproductiva causada por una baja detecciéon de estros y la
transferencia de embriones, lo cual puede incrementar la tasa de prenez al
permitir al embriéon esquivar el periodo cuando éstos son mas sensibles a
temperaturas elevadas, por ejemplo, el primer y segundo dia después de la

fecundacién (Hansen y Arechiga,1999).

Sombra

La sombra, es una de las primeras estrategias que han demostrado moderar
los efectos estresantes en un clima caliente y proteger a los animales de la
radiacion solar directa e indirecta. Se estima que el calor total se reduce a un
30 6 50% con una buena sombra, uno de los métodos primariamente
implementados y econémicos para minimizar el calor de la radiacién solar. Las
vacas en un medioambiente con sombra en comparacion con las vacas sin
sombra tienen una temperatura rectal baja (38.9 vs 39.4 °C), una frecuencia
respiratoria reducida (54 vs 82 respiraciones/minuto) y un 10% mas en la
produccién de leche. Aunque la sombra reduce la acumulacion de calor de la
radiacion solar no hay efecto sobre la temperatura del ambiente o humedad
relativa, en climas calientes y humedos, es necesario el enfriamiento adicional

en vacas lecheras lactando. El enfriamiento del medioambiente de las vacas
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lecheras se basa en la combinacién de los principios de conveccion,
conduccion, radiacion vy evaporacion. El movimiento de aire (por medio de
ventiladores); los aspersores, para la evaporacion y enfriamiento de aire; las
sombras, para minimizar la transferencia de radiacion solar; son usados para
elevar la disipacién de calor. Las vacas en un medio ambiente fresco con
ductos de aire y aspersion encendidos por 20 minutos y apagados durante 10
minutos incrementaron 2 kg de leche en comparacion con el grupo control (sélo

sombra) (West,2003).

Tratamientos Hormonales

Uno de los tratamientos mas usuales en Ia inseminacion a tiempo fijo ha sido el
conocido OvSinch, también llamado 1721, que consiste en Ia aplicacion de
GnRH (en el dia 1), PGFy, (dia 7), GnRH (dia 9) y alas 16 o 18 horas se
procede a la inseminacién. Este método ha demostrado mejorar la tasa de
prenez y disminuir el periodo de parto-concepcion (De Rensis et al.,2002;
Willard et al.,2003). También el uso de GnRH entre los dias 11 y 14 después
de la inseminacion mejora la tasa de prefiez en vacas, a través de su efecto en
la liberacion de gonadotropinas para obtener una buena luteinizacion (Peters et
al.,2000). Willard, et al (2003), reportan una elevacion aparente de tejido luteal
y un incremento en la concentracién sérica de progesterona, ademas de un
incremento en la tasa de prenez, utilizando GnRH en el dia 5 y 11

postinseminacion.

Somatotropina

La baja fertilidad en vacas lecheras es un problema mundial en regiones

calientes, localizadas aproximadamente a 40° al norte y 40° al sur. Aunque
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durante el otofio hay bajas temperaturas, y los animales no son expuestos a
un estrés semejante al del verano, la tasa de concepcién en vacas lecheras
sigue siendo baja. Esto quizd sea un efecto residual del estrés sufrido en el
verano sobre las funciones foliculares del ovario, reportandose que vacas
expuestas a estrés caldrico durante un ciclo estral, mostraron dinamicas
foliculares alteradas y dominancia folicular atenuada en el ciclo posterior. El
efecto tardado del estrés calorico del verano sobre la fertilidad en el otofio es,
por definicién, un fendmeno transitorio, confirmado por los hallazgos de la
calidad del oocito, que fue relativamente baja al inicio del otofio, mejorando
lenta y gradualmente al final del otorio e inicio del invierno (Roth et al.,2002).

Ademas del uso de la somatotropina como un promotor lactacional, amplia las
lactaciones mas alla de los 305 dias y como consecuencia descontinta
inseminaciones durante los periodos de estrés calérico (Hansen vy
Arechiga,1999), esto es atribuido a sus efectos de la sBT en la expresion del
estro, se ha observado que vacas tratadas con somatotropina (bST) no
expresan un estro tan manifiesto, lo cual incrementa el porcentaje de
ovulaciones no detectadas, una hipotesis es que la bST altera el centro del
comportamiento del cerebro que controla la expresion del estro, por lo que su
uso se recomienda cuando el sistema de manejo reproductivo elimina la
necesidad de la expresion del estro (Moreira et al,2001), aunque la sBT
también puede incrementar la temperatura corporal y la frecuencia respiratoria
durante el estrés calérico (Hansen y Arechiga,1999; West,2003), se ha
demostrado que la bST y FSH tienen un efecto positivo y que puede ser
potencialmente usados para mejorar la tasa de concepcidn en otofio (Moreira

et al.,2001; Roth et al.,2002). Una sola inyeccion de bST en un protocolo de
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inseminacion artificial a tiempo fijo incrementa la tasa de concepcion en el
ganado, pues mejora la calidad de los oocitos, posiblemente mejoran la
calidad del oocito por alteracion del ambiente folicular que rodea al oocito, y por

via directa o indirecta sobre el sistema IGF-| (Roth et al.,2002).

Se ha observado que los receptores de la somatotropina estan localizados en
los oocitos y células de la granulosa en bovinos, la maduracién incrementada
del oocito por induccién de bST es dependiente de las células del cumulus. La
bST y la FSH exdgenas incrementan la concentracion plasmatica de IGF-I, que
participa en el desarrollo y funcién folicular mejorando la calidad del oocito

(Roth et al.,2002).

Leche

La seleccién de rendimiento en leche reduce Ia capacidad termorregulatoria del
ganado en estrés caldrico, ademas de una gran reduccion en la fertilidad
estacional (Hansen y Arechiga,1999: Chebel ot al.,2004; Finocchiaro et
al.,2005), en ovinos al igual que en las vacas productoras de leche se observa
un efecto de disminucién en calidad, cantidad y composicion de la leche,

cuadro 5 (Finocchiaro et al.,2005).

El acido valinico es un producto de la adrenalina cuando el organismo sufre
una crisis nerviosa y es encontrado en la leche, aunque su concentracién en Ia
leche es usada como un parametro indicador del estrés calérico en vacas

lecheras, se debe conocer mas sobre la farmacodinamia de la adrenalina en la

leche.
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Otro factor importante durante el estrés calorico es la disminucion de la tiroxina
(T4) (Mellado,1995; West,2003), que afecta el desarrollo mamario, la
lactogénesis, la produccion de leche y consumo de alimento, provocando una
disminucién del flujo sanguineo hacia la glandula mamaria, lo cual restringe la
transferencia de nutrientes de la sangre a la ubre y como consecuencia una

disminucion en la sintesis y composicion de la leche (Mellado,1995).

En estudios para comprobar si la elevacion del estado antioxidante puede
mejorar la fertilidad, el rendimiento de leche y la resistencia de embriones
cultivados a temperaturas elevadas, tres experimentos en tres hatos lecheros
fueron realizados para evaluar el efecto de multiples inyecciones
intramusculares de vitamina E (500 mg) y de selenio (50 mg) en vacas Holstein
de 21 a 8 dias préximos a parir y de 30 a 80 dias postparto, en los resultados
no se encontro ningun efecto positivo de las inyecciones de vitamina E vy
selenio (Paula-Lopes et al.,2003).

La seleccién genética para la tolerancia al calor es posible, pero una seleccion
continua para un mayor rendimiento en la produccion sin la consideracion de la
tolerancia al calor puede resultar en una mayor susceptibilidad al estrés

calorico (West,2003).

Embriones

El reconocimiento de la prefiez en los rumiantes requiere de la produccion de
interferones en el blastocito en preimplantacién (Demmers et al.,2001). El
interferén-t producido por los trofoblastos (Demmers et al.,2001; Hansen y

Tekin,2005), es expresado en concentraciones elevadas durante un periodo
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corto (13-16 dias, tiempo en el que ocurre el reconocimiento de la prenez), y su
actividad principal en la reproduccion es su efecto antiluteolitico (Demmers et
al.,2001; Hansen,2002: Spencer et al.,2004; Hansen y Tekin,2005), actua
directamente sobre el endometrio, alterando la produccién de la PGFZ g, a
través de la inhibicion de Ia expresion de los receptores de la oxitocina, se ha
demostrado que el interferén-t bloquea los receptores de la oxitocina por
inhibicion de los receptores de estrogenos (Demmers et al.,2001; Spencer et
al.,2004), sto es lo que ocurre en condiciones normales cuando es embrion es
Capaz de sobrevivir a los efectos deletéreos del estrés caldrico.

La tolerancia al calor en vacas lecheras en etapas tempranas de la prefiez (dia
0-2) es menor es decir, son extremadamente sensibles al estrés caldrico,
mientras que los embriones de 3 o mas dias pueden ser mas resistentes
(Chebel et al.,2004: Spencer et al.,2004). Una vez establecida la prefiez las
vacas son menos susceptibles, siendo esto como algo beneficio para la prenez.
Si el embrién es susceptible a temperaturas elevadas; la exposicion del
embrion a estrés calérico in vitro altera el desarrollo y viabilidad (Ealy et
al.,1995). La produccién de radicales libres pueden ser un mecanismo por el
cual el estrés calorico altera la funcion celular. La deplecidon de antioxidantes
intracelulares (Ealy et al.,1995; Paula-Lopes et al.,2003), como la Glutation
(GSH), inhibe las respuestas termoprotectivas en moérulas de ratas (Ealy et
al.,1995). Los efectos negativos del estrés caldrico en la viabilidad de
embriones de ratén en la fase de preimplantacion pueden ser reducidos por
antioxidantes como la vitamina E y glutation (Paula-Lopes et al.,2003).
Reportes anteriores mencionan que la suplementacion de GSH, vitamina E o

taurina, reducen los efectos del estrés calérico en mérulas de ratas y bovinos
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(Ealy et al.,1995). Block, et al, en sus experimentos produciendo embriones in
vitro en estrés caldrico de 41 °C por 6 horas, menciona que la adicion de varios
antioxidantes no reduce los efectos del estrés calorico (2002). Se reporta que
hay un incremento en la produccion de peroxido de hidrégeno en embriones de
bovino expuestos a estrés calorico en el dia 0 y 2 relativo al fertilizacién. La
idea consistente de que la produccién de radicales libres no es un determinante
crucial de los efectos del estrés calérico en embriones de bovino es resultado
de experimentos en los cuales la adicion de varios antioxidantes no reducen los
efectos del estrés calorico en el desarrollo embrionario (Rivera et al.,2004).
Esto es basado primariamente en el encuentro de que el bajo contenido de
oxigeno no reduce los efectos del estrés caldrico. Si un incremento de los
radicales libres es importante para la inhibicién del desarrollo, una observacion
es que los efectos del estrés calorico pueden ser mayores en presencia de
oxigeno elevado. Sin embargo, los embriones cultivados con bajo oxigeno no

fueron resistentes al estrés calérico (Rivera et al.,2004).

En diferentes estudios, se ha demostrado que la preimplantacion de embriones
de vacas Brahman es menos afectada por el estrés caldrico que en los
embriones de vacas Holstein y Angus (Block et al.,2002). Se ha encontrado
que el desarrollo de embriones de dos células disminuye al ser expuestos a 41
°C por tres horas pero no por una hora. En contraste, el desarrollo de mérula a
blastocito no es afectado por el estrés calérico de 41 °C por 1 0 3 horas (Ealy et
al., 1995).

Paula Lopes realizd experimentos con embriones (> de ocho células, dia 5) de

razas termotolerantes (Brahman y Senepol ), expuestos a 41°C por 6 horas, lo



Queé provoco una disminucion del desarrollo a Ia etapa de blastocito y el nimero
de células por embrién (2003). La temperatura (41 °C) usada para evaluar los .
efectos del estrés calorico en embriones producidos in Vitro, son similares a I
temperatura rectal de vacas estresadas por calor, por ejemplo, en un
experimento donde vaquillas expuestas a una temperatura ambiental de 38 °C,
presentaban una temperatura Corporal promedio de 40 °C (Rivera vy
Hansen,2001).

La exposicion de embriones de bovino de dos células a 41 °C por 6 horas

resulta en un 15% de mitocondrias que sufren inflamacio, esto también se

primer experimento, oocitos de vacas Holstein y Brahman, fertilizados con
esperma de un toro Angus (diferente toro fue usado para cada caso para
eliminar los efectos del toro) y colectados en el dia 4, los embriones de 9
células fueron colectados al azar y asignados como grupo control (38.58 °C)y
tratados (41.8 °C por 6 horas), el Segundo experimento se realizé con oocitos

de vacas Holstein fertilizados con semen de toros de raza Brahman o Angus.



Los resultados demostraron que el oocito y no el esperma juega uno o varios
papeles importantes para la resistencia a los efectos de deletéreos del estrés
caldrico en embriones de vacas Brahman (Block et al.,2002). De lo contrario, el
uso de semen de toros termotolerantes en la inseminacion artificial seria una
buena solucién para mejorar la fertilidad de animales sensibles al estrés
caldrico (Rensis y Scaramuzzi,2003).

Otros estudios con vacas lecheras lactando indicaron que puede haber pérdida
embrionaria tardia, que ocurre entre los 27-31 y 41-45 dias después de la IA
(inseminacién artificial) teniendo un rango del 10-21%. En algunos casos la
perdida de prefiez ha sido reportada por ser superior al 21% o incluso del
60.5% en vacas inseminadas a tiempo fijo durante el estrés calorico (Chebel et
al.,2004). Jousan, et al, reporta una tasa de pérdida embrionaria del 10% para
hembras lactando y un 4.7% en vaquillas (en etapas temprana, mediana y
tardia) (2005).

El advenimiento de la ultrasonografia juega un papel importante pues permite
el diagnostico exacto de la prefiez a los 25 dias en el ganado lechero, y darse
cuenta de la pérdida de prefiez a un tiempo mas corto y poder reincorporar a

las vacas a un nuevo protocolo reproductivo.

Antioxidantes

Durante el metabolismo celular se producen formas de oxigeno altamente
reactivas (radicales libres que representan del 1-2% del oxigeno metabolizado)
(Diaz et al.,2002; Paula-Lopes et al.,2003) que dan lugar a la degeneracion
oxidativa de los fosfolipidos que forman las membranas (Fehrenbach vy

Northoff,2001; Diaz et al.,2002). Esto conduce a un dafo estructural, y al final,
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la pérdida de la integridad celular. La predisposicion a la peroxidacion lipidica
en las membranas depende directamente del contenido en acidos grasos que
poseen. Entre estas membranas se incluyen las eritrocitarias y otras como las
subcelulares de las mitocondrias y de la fraccién microsomal de las células. La
lipoperoxidacion tisular da lugar a una degeneracion hialina y por ultimo a la

calcificacion celular (Diaz et al.,2002).

El' balance entre la produccion y disposicion de moléculas oxidantes es
esencial para la homeostasis de los tejidos. En periodos con incremento de |a
produccion de radicales libres o la disminucion del retiro de los principales
radicales acumulados altera la funcion celular. Muchos sistemas antioxidantes
estan presentes en la célula para asegurar el retiro de los radicales libres. Entre
estos sistemas, la glutation peroxidasa que es una enzima selenio-dependiente
localizada en el citosol y que utiliza el potencial de reduccién de la glutation
para reducir el peroxido de hidrégeno y peroxidos organicos del agua. La
vitamina E, es un fuerte agente reductor presente en las membranas que
puede dar electrones a lipidos que sufren peroxidacion. Los dafios
reproductivos a consecuencia de los radicales libres incluye la alteracion de la
funcion del espermatozoide y preimplantacion de embriones (Chandolia et
al,1999; Paula-Lopes et al.,2003: Rensis y Scaramuzzi,2003). El estado
antioxidante puede ser un determinante en la funcién reproductiva del ganado
lechero. La administracion de vitamina E o vitamina E en combinacion con
selenio han sido reportados como reductores de la incidencia de desordenes
reproductivos postparto tales como retencion de membranas fetales, metritis y

quistes ovaricos (Paula-Lopes et al,2003). Sin embargo la administracion de



vitamina E en la inseminacion o a 30 dias postparto no tiene ningun efecto
benéfico sobre la tasa de prenez durante el verano, ni la administracion de
selenio o beta-caroteno. En contraste, la suplementacion de beta-caroteno por
periodos prolongados tiene un efecto benéfico sobre la fertilidad en vacas
lecheras (Rensis y Scaramuzzi,2003). Las temperaturas elevadas incrementan
la peroxidacién en el higado y la actividad de las enzimas involucradas en la
produccién de radicales libres tales como la xantina oxidasa (Paula-Lopes et
al.,2003), en vacas lecheras expuestas a estrés caldrico la actividad total
antioxidante en sangre disminuye (Paula-Lopes et al,2003; Rensis vy

Scaramuzzi,2003).

Estrés Calérico en el Semen

En un experimento, donde el objetivo fue comprobar si el estrés caldrico
alteraba la funcion espermatica en razas sensibles (Angus y Holstein) y razas
tolerantes (Brahman y otras razas cruzadas con Brahman), se realizd usando
semen congelado, que fue centrifugado e incubado a 41 y 42 °C por cuatro
horas. Se observo que el estrés calérico reduce el % de motilidad espermatica
y la velocidad del movimiento. El estr.és caldrico redujo la motilidad en mayor
grado en toros cruzados con Brahman, en menor grado en toros Brahman,
mientras que en el semen de los toros de raza Holstein la motilidad no fue
afectada (Chandolia et al.,1999; Hansen vy Arechiga,1999). La Hsp70 sirve
¢omo un protector en el esperma expuesto a estres antes de la fertilizacion
(Matwee et al.,2001), ademas, dos miembros de la familia Hsp70 (Hsp70-2 y

Hsc70T en ratones) son reguladas y expresadas especificamente en células
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espermatogénicas. Se ha demostrado que la presencia de Hsp70 -2 esta
relacionada con la fertilidad, pues una disminucién causa infertilidad en los
machos, aunque en las hembras esto no produce algun efecto negativo en la
fertilidad (Eddy,1999). En estudios realizados con semen de jabalies, se
encontré una disminucion de la Hsp 90 (al 64 %) durante en congelamiento vy
descongelamiento, en la primera hora del enfriamiento a 5 °C, la motilidad y
espermatozoides normales disminuy6 después de descolgelamiento a -100 °C.
Los resultados revelaron que la disminucion de Hsp 90 precede a la
disminucion de las caracteristicas del semen y el tiempo entre la disminucién
de Hsp 90 y la disminucién de la motilidad del esperma fue estimada en 2-3
horas, por lo que la Hsp 90 juega un papel importante en la motilidad del
esperma en jabalies (Huang et al.,1999; Huang et al.,2000).

La tasa de fertilizacion puede ser reducida por el estrés calorico maternal, pues
el esperma y el oocito se ven comprometidos, ya que el esperma depositado en
el tracto reproductivo de una hembra hipertérmica es afectado potencialmente.
En conejos, embriones formados de la fertilizacion de oocitos con esperma
chocado con calor tenian un desarrollo comprometido, se desconoce si un
fendmeno similar ocurre en el ganado (Hansen y Arechiga,1999). La
interaccién esperma-oocito. involucra varios eventos que culminan en la
fertilizacion, se ha reportado que la presencia de anticuerpos anti-Hsp 70 en
bovinos reduce la unién del ésperma a la zona pelucida del oocito, es probable
que la Hsp70 juegue un papel importante durante el desarrollo embrionario,
aunque la presencia de anticuerpos  para la Hsp70 disminuyen
significativamente la progresion a la etapa de blastocito en embriones de ratas

(Matwee et al.,2001).



Conclusion

La disminucién de la fertilidad del ganado lechero ocasionada por las
temperaturas elevadas del verano, es ocasionado principalmente por dos
aspectos: 1) la alta sensibilidad de los embriones en etapas tempranas de la
prenez (o-2 dias).

2) la baja deteccion de estros, aspecto atribuido a la disminucion de las
concentraciones de estrégenos y a la inactividad fisica del ganado, medida
adoptada por los animales para una menor generacion de calor.

En adicion, hay que recordar el papel importante que juegan los estrégenos en
la expresion del estro en el ganado, y posiblemente la disminucién ocacionada
por el estrés caldrico, se debe a la inhibicion de la actividad de la aromatasa
producida por la Hsp 90 y a la disminucion de células de la granulosa, la Hsp
90 es encontrada en una mayor concentraciéon en foliculos preovulatorios, por
lo que se sugiere probar si el uso de anticuerpos anti-Hsp 90, incrementa la
actividad de la aromatasa y por consiguiente las concentraciones de
estrogenos, asi mismo observar si hay una mayor deteccién de estros que

tendria por consecuencia una meyor tasa de concepcion
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Glosario

Chaperonas: clase funcional de familias de proteinas no relacionadas que
asisten el correcto ensamblamiento no covalente de otras estructuras-
polipéptidos in Vitro, sin ser componentes de las mismas cuando realizan su
funcion biolégica normal (Oxford,2000). Son proteinas que previene la
agregacion de otras proteinas o facilitan el plegamiento o replegamiento de
nuevas proteinas recién sintetizadas o desdobladas, respectivamente. Muchas
chaperonas (no todas) son sintetizadas principalmente después de estrés, por
lo que son llamadas proteinas del estrés. Las chaperonas son usualmente
inespecificas; pues interactian con varias proteinas recién dafadas o
sintetizadas. Sin embargo, también existe un gran numero de chaperonas
altamente especificas, las cuales ayudan al plegamiento de una sola proteina o
de un grupo restringido de proteinas (Nardai et al.,2006). Las chaperonas
moleculares son definidas como "proteinas que unen y estabilizan
conformaciones inestables de otras proteinas, la union y liberacion es en forma
controlada para facilitar el correcto desempefo in vivo, ya sea plegando,
ensamblando oligémeros, trasportandolos a un compartimiento subcelular en
particular o . disponiéndolas para su degradacion”. La capacidad para
reconocer y unirse a proteinas desdobladas, para suprimir la agregacion
proteica y para influenciar la entrega de proteinas plegadas se tiene en cuenta
para definir las actividades de las chaperonas moleculares (Sun et al.,2002).
Es una clase de proteinas, que previene asociaciones inadecuadas, asisten el
plegamiento correcto o ensamblamiento de otras proteinas in vivo, sin ser parte
de la estructura madura (Rutherford,2003). Las chaperonas moleculares son

consideradas como una clase funcional de familias de proteinas que asisten el
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ensamblamiento correcto no-covalente de otras estructuras que contienen
polipéptidos, in vivo, sin ser componentes de las estructuras ensambladas

cuando realizan sus funciones biolégicas normales (Ellis,1993).

Chaperonina: es una subclase de las chaperonas moleculares implicada en el
plegamiento de otras proteinas. Incluye dos tipos de proteinas: a) la
chaperonina de 60 kDa (también llamada chaperonina-60 o CPN 60), b) la
chaperonina de 10 kDa (también llamada chaperonina-10 o cpn 10. Son
proteinas oligoméricas que ayudan en el plegamiento de proteinas nuevas o

proteinas desnaturalizadas (Ranford y Henderson,2002).

Competencia del oocito: es el potencial que tiene un oocito fertilizado para

dar lugar a un desarrollo normal del embrion (Hansen,2002).

Estradiol: es sintetizado por el ovario del cual es secretado directamente a |a
circulacion, su formacion depende de la presencia de la hormona luteinizante y
de hormona liberadora de FSH (FSHRH), es sintetizado a partir de testosterona
por el complejo aromatasa, el cual es utilizado en las células de la granulosa
ovériéa Y su produccion es estimulada por la folitropina; la lutropina, por otro
lado, estimula la produccién de testosterona, el sutrato de las aromatasa en las
celulas tecales ovaricas. Es importante en la induccién de las caracteristicas de
la hembra, el 17 beta-estradiol, participa en la primera mitad del ciclo estral
(antes de la ovulacién), estimulando Ia proliferacion de las capas epitelial y

estromal del endometrio antes de la ovulacién (Oxford,2000).



(1965) presenté una definicion de estres y que es usada por biologistas, en Ia
cual denota al estrés como la magnitud de fuerzas externas sobre un
organismo que tienden 3 desplazar al sistema de su estado normal y la tension
es el desplazamiento interno del estado basal (West,2003). El estrés calorico
se define como Cualquier combinacion de condiciones ambientales, que causan
que la temperatura de la zona termoneutral de los animales sea superior

(Boriuelos y Sanchez,2005).

Factor | del estrés calérico: es un factor de transcripcion responsable de la
induccion de proteinas del estrés caldrico (Hsps) en células eucariotas, es un
miembro de una gran familia, en la cuaj otros miembros son activos en estrés
prolongado o proveen induccién de tipos especificos de Hsps durante el estrés

0 desarrollo (Nardai et al.,2006).
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FSH: también llamada folitropina, es una de.las dos hormonas glicoproteicas
gonadotrépicas secretadas por la pituitaria anterior; de 34 kDa (humamo), 33
kDa (ovinos) y 29 kDa (porcinos). En la hembra estimula el crecimiento de
foliculos de Graff del ovario, mientras que en el macho estimula el epitelio de

los tubulos seminiferos para incrementar la gametogenesis(Oxford,2000).

gro: simbolo para los grupos de genes encontrados en bacterias

especialmente E. colj (Oxford,ZOOO).

groEL: simbolo para cualquier familia de genes de bacterias que codifican

chaperoninas (Oxford,2000).

Hidréfobo: que posee antagonismo con el agua, incapaz de unirse o

mezclarse con el agua (Mckee,2003).

Homeotermos: Ios bovinos, al igual que el resto de los mamiferos, son
homeotermos: es decir, poseen Capacidad para estabilizar sy temperatura

corporal a pesar de las fluctuaciones ambientales (Mellado,1995).

Hormona Liberadora de gonadotropinas (GnRH):  también llamada
gonadoliberina o factor liberador de la hormona luteinizante y hormona foliculo
estimulante, es liberada por el hipotalamo a |a circulacion portal hipofiseal en
respuesta a estimulos endocrinos Y quimicos, es considerada cComo un

neuropéptido que causa la liberacion de FSH y LH de la pituitaria anterior. En



los mamiferos se expresa también en la placenta y su funcién incluye acciones

de neurotransmisor, neuromodulador y de hormona local (Oxford,2000).

Proteinas del estrés calorico (Hsp): pertenecen a un grupo especifico de
proteinas que son sintetizadas por células eucarioticas y procarioticas, ejemplo,
bacterias, hongos y Drosophila melanogaster, después de ser expuestas a
temperaturas superiores a lo normal, otros estresores, tales como dano por
radicales libres, tienen un efecto similar. Muchos miembros de |a familia de
Hsps no son inducidas pero estan presentes en las células. Las Hsps estan
clasificadas de acuerdo a su Peso molecular, en tres clases, Hsp 60, Hsp 70 y
la Hsp 90, son caracterizadas por su papel como chaperonas moleculares. Una
funcion principal de Ia Hsp 70 es en el lumen del reticulo endoplasmatico
uniendo proteinas, estas proteinas son altamente conservadas, las proteinas
de E. coli y humanos son idénticas en un 50% en su estructura primaria. La hsp
70 posee dominios ATPasa y de unién de péptidos (Oxford,2000).

Las proteinas del estrés caldrico son comunmente conocidas como "proteinas
del estrés", pues son inducidas por muchos tipos de estresores. que resulta en
la induccion especifica de modelos de la gran familia de las Hsps (Nardai et

al.,2006).

Ubiquinacion: en |a ubiquinacion, varias moléculas de una proteina eucariota
pequena de 76 residuos que se denominan ubiquitinas se unen
Ccovalentemente a algunas proteinas destinadas a la degradacion. Una vez que
la proteina esta ubiquinada, se degrada por un complejo proteolitico con varias

subunidades que se denominan proteosomas. Debido a que las moléculas de
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ubiquitina no se degradan eh este proceso, quedan a disposicion de nuevos
procesos de degradacion proteica. La ubiquitina se encuentra en varios
compartimentos celulares (p. €j. citoplasma vy nucleo), pertenece a una clase de
las proteinas que se denominan proteinas de agresion. Estas, que también se
llaman proteinas del choque térmico (Hsps), se denominan de esta manera
debido a que su sintesis se acelera (y en algunos casos se inicia) cuado las

celulas son agredidas (Mckee,2003).
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