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Niveles sanguineos de cortisol y receptores

en diferentes etapas de la gestacion

in liver and placenta of goats at different stages
of gestation

Gabriela Lopez*  Veronica Lona Diaz*  Brenda Anguiano Serrano®
Maricela Luna Mufioz** Tomas Morato Cartagena® Carlos Manuel Romero Ramirez*

a glucocorticoides en higado y placenta de cabras

Blood levels of cortisol and glucocorticoid receptors

Abstract

In order to analyze the temporal relationship between cortisol levels and glucocorticoid receptors (GR) in placenta and the
possible influence in noninfectious abortion in goats, changes in GR in livers of the foetuses and mothers livers and in pla-
centa together with foetal and maternal cortisol levels under stress conditions in non-pregnant (n = 5) and pregnant goats
(n = 24) were recorded. The pregnant goats were five on days 40-50 of gestation (40-50 d), six on days 51-75, four on days
76-100, three on days 101-125, and six in more than 125 days of gestation. GR values in the placenta and maternal serum
cortisol levels, measured by competitive binding methods, decreased from 10.4 + 2.7 and 174.3 + 59.1, in the group 40-50
d to 6.1 + 2.3 fmol/mg of protein and 79.1 + 66.1 nmol/lin the 76-100 d group, respectively. Values then increased, reach-
ing the highest values (P < 0.05) detected in this study (18.3 £ 2.7 and 659.6 + 76.3) in the 101-125 d group followed by a
decrease of 11.6 + 2.1 fmol/mg protein and 231.6 + 54.0 nmol/l in the +125 d group. Progesterone was bound competitively
to placental GR. However, its binding values decreased in the 101-125 d group. Reciprocal profiles were found in maternal
and fetal liver GR. These data suggest that goats have innate mechanisms for abortion that occurs in case of life-threat-
ening conditions saving mother’s life and giving opportunity for new pregnancies, allowing thus the survival of this species.

Key words: GLUCOCORTICOID RECEPTORS, CORTISOL, STRESS, ABORTION PHISIOLOGY,
PLACENTA, GOATS.

Resumen

Para analizar la relacion temporal entre los niveles de cortisol y los receptores a glucocorticoides (GR) en la placenta y su
posible influencia en el aborto no infeccioso de las cabras, se registraron los cambios en el cortisol sanguineo y en los GR
del higado de cabras adultas no gestantes (n = 5) y, ademas de los anteriores, en el higado fetal y la placenta junto con los
niveles de cortisol fetal de cabras gestantes (n = 24) bajo condiciones de estrés. Las cabras gestantes fueron: cinco de 40 a
50 dias de gestacion, seis de 51 a 75, cuatro de 76 a 100, tres de 101 a 125 y seis con mas de 125 dias de gestacion. Los
valores de GR en la placenta y los niveles de cortisol materno medidos por uniéon competitiva, decrecieron desde 10.4 + 2.7
y 174.3 £ 59.1 en el grupo 40-50 d a 6.1 + 2.3 fmol/mg proteina y 79.1 + 66.1 nmol/l en el grupo 76-100 d, respectivamente.
Ambos valores se incrementaron en el grupo 101-125 d, hasta alcanzar los mas altos (P < 0.05) detectados en este estudio
(18.3 £ 2.7 y 659.6 + 76.3) seguidos por una disminucion a 11.6 + 2.1 fmol/mg proteina y 231.6 £ 54.0 nmol/l en el grupo
+125 d. Ademas, la progesterona se unié competitivamente a los GR placentarios; sin embargo, su union disminuyé en el
grupo 101-125 d. Los GR de los higados materno y fetal presentaron un perfil inverso. Estos resultados permiten sugerir que
las cabras cuando se encuentran en situaciones que amenazan su vida y la del feto tienen mecanismos innatos para abortar,
salvando la vida de la madre y dando la oportunidad de una nueva gestacion que permita la sobrevivencia de la especie.

Palabras clave: RECEPTORES A GLUCOCORTICOIDES, CORTISOL, ESTRES, FISIOLOGIA DEL
ABORTO, PLACENTA, CABRAS.
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Introduction

oat is a species prone to abortion, and

although infectious diseases are responsible

for a high proportion of the abortions, there
are other factors that increase the abortion in goats.?
Van Rensburg® described the association of habitual
abortion in Angora goats with higher cortisol levels,
and Wentzel et al.* found hyperplasic adrenal glands in
this type of goats. Abortion in goats was also induced
by administration of estradiol-17f to the mother’ or by
glucocorticoid into the fetus.® An association between
increases in maternal cortisol and abortion in the goat
at days 102 to 134 of gestation has also been reported.”

It is well established that the increased fetal cor-
tisol is the signal that triggers labor in the goat® and
other mammalian species.”!! Flint e/ al'? demon-
strated that infusion of dexamethasone into goat
fetuses induces delivery, converts progesterone to
170-hydroxyprogesterone and to estrogens by initial
activation of placental 170-hydroxylase. France et al.®
induced premature labor in ewes by infusion of dexa-
methasone into the fetus and detected an increase in
the activity of the placental steroid 17o-hydroxylase
and aromatase enzymes. They also demonstrated the
concomitant increments in cytochrome P-450,. and
mRNA for the 17a-hydroxylase in placental microsom-
al preparations.

Glucocorticoid receptors (GR) are the mediators
to glucocorticoids at their target organs and their
number, affinity and ligand disposal are related to the
response capacity of the target.!* GR changes during
gestation have been documented in ovine placenta
and there are detected around day 50 of gestation, in-
crease by mid-gestation (90-129 d) and decrease at the
end of it (135-147 d)." Using immunohistochemical
methods it has been demonstrated elevated GR levels
in bovine placentomes when parturition was induced
by cloprostenol.'™® By same methods it was also dem-
onstrated the increase of the GR in sheep placenta
when parturition was induced by infusion of the fetus
with cortisol."

Although is well known that transportation of preg-
nant goats under fasting increases the blood cortisol
levels in the mother and their offspring,**?' there are
no studies that correlate the high cortisol levels in the
mother with expression of the GR under these con-
ditions. On this purpose, the effect of transportation
under fasting at different stages of gestation was stud-
ied measuring, in both mother and fetus, the levels of
GR and cortisol, as well as of other hormones proper
of gestation: progesterone, 17a-hydroxyprogesterone,
and 17f-estradiol in maternal serum.
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Introduccion

a cabra es una especie propensa al aborto, y

aunque muchas enfermedades infecciosas son

responsables de una alta proporciéon de ello,
hay otros factores que inducen los abortos en las ca-
bras.!? Van Rensburg?® describi6 la asociacién del abor-
to habitual en las cabras de Angora con hipercortisolis-
mo, y Wentzel et al* encontraron glandulas adrenales
hiperpldsicas en este tipo de cabras. El aborto en la
cabra también ha sido inducido por la administraciéon
de 17f-estradiol a la madre,” o de glucocorticoides al
feto.® También se ha informado de una asociacién en-
tre el incremento de cortisol materno y aborto en ca-
bras entre los dias 102 a 134 de gestacién.’

Esta bien establecido que la elevacion del cortisol
fetal es la senal que induce el trabajo de parto en la
cabra® y en otras especies de mamiferos.”!! Flint et al."?
demostraron que la infusiéon de dexametasona en fetos
de cabra induce el parto por la conversion de la proges-
terona a 17o-hidroxiprogesteronay a estrégenos por ac-
tivacién inicial de la 170-hidroxilasa placentaria. France
et al.”® indujeron el parto prematuro en ovejas median-
te la infusiéon de dexametasona aplicada al feto, con lo
cual, se observé un incremento en la actividad de las
enzimas placentarias 17a-hidroxilasa y aromatasa. Tam-
bién demostraron el incremento concomitante en el ci-
tocromo P450 .y en el ARNm para la 170-hidroxilasa
en preparaciones de microsomas de placenta ovina.

Los receptores a glucocorticoides (GR) son los me-
diadores entre los glucocorticoides y sus 6rganos blan-
cos, y se ha determinado que su nimero, afinidad y dis-
ponibilidad del ligando, estan relacionados con la ca-
pacidad de respuesta del 6rgano blanco.' Los cambios
en los GR durante la gestacion han sido documentados
en la placenta ovina; éstos son detectados alrededor
del dia 50 de gestacion, se incrementan alrededor de la
mitad de la gestacion (90-129 dias) y disminuyen hacia
el final (135-147 dias).” Con métodos inmunohistoqui-
micos se ha demostrado que los GR se elevan en los
placentomas bovinos cuando el parto es inducido con
cloprostenol.'™"® Por estos mismos métodos también se
demostro el incremento de los GR en la placenta de
ovejas cuando se indujo el parto por administracion de
cortisol al feto."

Aunque es bien conocido que el transporte de ca-
bras gestantes bajo ayuno prolongado incrementa los
niveles de cortisol sanguineo en la madre y las crias,?*!
no existen estudios que relacionen los altos niveles de
cortisol detectados en la madre y la expresion de los GR
en estas condiciones. Con este proposito, se estudio el
efecto del transporte de los niveles de cortisol y GR en
la madre y en el feto, en diferentes estadios de la gesta-
cién bajo ayuno, asi como sobre hormonas propias de



Material and methods
Animals and samples

Adult goats were collected by herd dealers and trans-
ported under stress and fasting for at least 36 hours;
in addition to stress prior to being slaughtered. All
animals were slaughtered at noon time according to
the NOM-033-200-1995* when samples and other data
were obtained.

Twenty-nine crossbred goats selected at random
were studied. Time of gestation was calculated on ba-
sis of fetal age that was determined by weight, crown-
rump length and other morphologic parameters.?

From the 29 animals, 5 were non-pregnant goats
(npg). From the 24 pregnant, and according to gesta-
tion age, several groups were studied: 40-50 days of ges-
tation (40-50 d; n=5) , 51-75 days of gestation (51-75 d;
n=6), 76-100 days of gestation (76-100 d; n=4), 101-125
days of gestation (101-125 d; n= 3) and 126 and longer
days of gestation (+126 d; n=6).

Blood samples were obtained from the jugular of
the doe and from the umbilical cord of the fetus and
centrifuged at 1000 gfor 15 minutes and recovered se-
rum was stored at -20°C until assay. Maternal and fetal
liver samples and placental cotyledons were obtained
immediately after death, washed with cold 0.9% NaCl
followed by 0.3 M sucrose solution, transported at
-196°C in liquid nitrogen containers and, thereafter,
stored in the laboratory at -70°C until further analysis.

Cytosol Protein Fraction
and sample preparation

Frozen tissues were pulverized while immersed in
liquid nitrogen and subsequent processes were per-
formed at 4°C. Powdered tissue was homogenized in
3 volumes (W/V) of Tris-HCI buffer pH 7.4 (10 mM
Tris HCI, 1.5 mM EDTA, 2 mM dithiothreitol, 0.1 M
sodium molybdate and 10% glycerol). Homogenates
were centrifuged at 1000 g for 10 minutes and the su-
pernatant centrifuged at 105,000 g for one hour.* Last
supernatant was used for the assays and for the mea-
surement of total protein by the Bradford method.*

Measurement of glucocorticoid
receptor binding capacity

Incubations (triplicates) were carried out using 2 mg
of cytosol protein in 0.6 ml of Tris-HCI buffer pH 7.4,
adding 0.4 pmol of *H-dexamethasone (46 000 dpm of
6,7-"H-dexamethasone, specific activity [SA] 47.0 Ci/
mmol), and after mixing, the samples were incubated
at 4°C during 18 hours. Non-specific binding to GR
was determined by incubating *H-dexamethasone, cy-

la gestacion: progesterona, 17a-hidroxiprogesterona y
17B-estradiol en el suero materno.

Material y métodos
Animales y muestras

Las cabras adultas fueron recolectadas por introducto-
res de ganado, estuvieron sujetas a ayuno por lo menos
36 horas, ademas del estrés de transporte asociado con
el sacrificio. Para obtener las muestras y otros datos,
los animales fueron sacrificados conforme a la NOM-
033-200-1995,2% a las 12 horas en todos los casos.

Se estudiaron 29 cabras mestizas seleccionadas al
azar. El tiempo de gestacion se estim6 con base en la
edad fetal, la cual fue determinada por el peso corporal,
la longitud de la coronilla a la cadera y otros parametros
morfolégicos.” De las 29 cabras, 5 fueron no gestantes
(npg); de las 24 gestantes, con base en el tiempo de ges-
tacion, se integraron los siguientes grupos: de 40 a 50
dias de gestacién (40-50 d; n = 5), de 51 a 75 dias de
gestacion (51-75 d; n = 6), de 76 a 100 dias de gestacion
(76-100 d;n=4), de 101 a 125 dias de gestacion (101-125
d; n=3) yde 126 o mas dias de gestacion (+126 d; n = 6).

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena yu-
gular de las cabras y del cordén umbilical de los fetos,
se centrifugaron a 1000 g por 15 minutos y el suero
obtenido se congel6 a -20°C hasta su ensayo. Las mues-
tras de higado materno y fetal y los cotiledones pla-
centarios se recolectaron inmediatamente después del
sacrificio, se lavaron con soluciéon de NaCl 0.9% fria,
seguida de una solucién de sacarosa 0.3 M, se transpor-
taron a -196°C en nitrégeno liquido y se mantuvieron
en el laboratorio a -70°C hasta su andlisis.

Proteina en la fraccion citosélica
y preparacion de las muestras

Los tejidos congelados fueron pulverizados mientras
se mantenian en nitrégeno liquido, y los procesos sub-
secuentes se realizaron a 4°C. Los tejidos pulverizados
se homogeneizaron en tres volimenes (P/V) de solu-
cion amortiguadora de Tris-HCl pH 7.4 (10 mM tris
HCI, 1.5 mM EDTA, 2mM ditiotreitol, 0.1 M molibdato
de sodio y 10% de glicerol), y se centrifugaron a 1000
g durante 10 minutos, y el sobrenadante fue centrifu-
gado nuevamente a 105,000 g por una hora.?* El sobre-
nadante final se utiliz6 para los ensayos y para la medi-
cion de la proteina total por el método de Bradford.

Medicion de la capacidad de unién
del receptor a glucocorticoides

Las incubaciones se realizaron por triplicado utilizan-
do 2 mg de proteina citosolica en 0.6 ml de solucién
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tosol protein and an excess of unlabeled dexametha-
sone (96 pmol/tube). For unspecific binding to GR
calculation in the incubation system, other tubes were
incubated without cytosol protein. Free- and bound-ra-
dioactivity were separated by adding 0.2 ml of dextran-
coated charcoal (0.075 - 0.75%) in Tris-HCI buffer pH
7.4, mixing and allowing it to settle for one hour at 4°C
and centrifuged at 1200 g for 15 min. The superna-
tant fractions were transferred to glass counting vials,
added with 5 ml of scintillation fluid, vortexed and the
radioactivity content measured by liquid scintillation
spectrometry. Specific GR binding was calculated after
correction for unspecific binding and it was expressed
as fmol/mg of protein.

Progesterone competitive binding assay
for *H-dexamethasone sites in placenta

Assay was performed using three sets (triplicates) of
placental cytosol. The first one for total binding for
SH-dexamethasone measurement, the second for un-
specific binding, and the third for binding displace-
ment by unlabeled progesterone. All tubes were added
with 2 mg of cytosol protein and *H-dexamethasone
(0.4 pmol, 50,000 dpm). The second set was added
with 96 pmol of dexamethasone and the third one
was added with unlabeled progesterone (96 pmol).
All sets were incubated at 4°C during 18 hours fol-
lowed by the addition of 0.2 ml of dextran-charcoal
mixture (0.075-0.75%) for elimination of unbound
steroids after allowing them to stay one hour at 4°C
before centrifugation at 1200 g. The supernatant frac-
tions were transferred to glass counting vials, added
with b ml of scintillation fluid, vortexed and counted
by liquid scintillation spectrometry. Competitive bind-
ing of progesterone, corrected by unspecific binding,
was calculated as compared to that of total binding of
dexamethasone and expressed as percentage (%).

Hormonal determinations

Cortisol was measured in 0.5 ml of serum that was ex-
tracted with methylene chloride (1:10, v/v); the hydro-
soluble fraction was eliminated and solvent was evap-
orated to dryness. Lipid-soluble dry extract was sus-
pended in 2 ml of phosphate buffer (0.01 M, pH 8.0).
Assay was carried out in triplicates of 0.5 ml by a specif-
ic competitive protein-binding assay using *H-cortisol
(1,2,6,7-"H-hydrocortisone, SA 70.0 Ci/mmol), sheep
serum (free of cortisol) and cortisol for the standard
analytical curve. Values were calculated after correc-
tions for unspecific binding, experimental losses, and
were expressed as nmol/1.*° Intra- and inter-assay coef-
ficients of variation were 3 and 14%, respectively.
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amortiguadora de Tris-HCl pH 7.4, agregando 0.4
pmol de *H-dexametasona (46 000 dpm de 6,7-°H-
dexametasona, actividad especifica (AE) 47.0 Ci/
mmol) y después de mezcladas se incubaron a 4°C
durante 18 h. La union inespecifica a los GR se deter-
miné por incubacién de *H-dexametasona, proteina
citosélica y un exceso de dexametasona no radiactiva
(96 pmol por tubo). Para calcular la unién inespecifi-
ca del sistema de incubacién se utilizaron tubos incu-
bados sin proteina citosélica. La radiactividad libre y
unida se separ6 por adicion de 0.2 ml carbon-dextran
(0.75-0.075%) en solucién amortiguadora de Tris-HCl
pH 7.4, se mezcld y se dejé reposar una hora a 4°Cy se
centrifugé a 1200 g durante 15 min. Los sobrenadan-
tes se transfirieron a viales de vidrio, agregados con 5
ml de liquido de centelleo, mezclados vigorosamente;
el contenido radiactivo se midié por espectrometria
de centelleo liquido. La unién especifica a los GR se
calcul6 después de la correccion para la unién inespe-
cificay se expres6 como fmol/mg de proteina.

Desplazamiento de la union
receptor-*H-dexametasona
por la progesterona en placenta

Se utilizaron tres series de tubos, en la primer serie se
calcul6 la unién total de *H-dexametasona, en la segun-
da, la unién inespecifica, y con la tercera, la unién a “H-
dexametasona en presencia de progesterona. A las tres
series de tubos se agregaron 2.0 mg de proteina total ci-
tosolica y “H-dexametasona (0.4pmol, 50 000 dpm); a la
segunda serie se agregaron, ademads, 96 pmol de dexa-
metasona; y, a la tercera serie, progesterona (96,000
fmol). El ensayo se incub6 a 4°C durante 18 horasy des-
pués de la incubacion se agregaron 0.2 ml de carbon-
dextran (0.75-0.075%) para eliminar los esteroides no
unidos, los tubos se dejaron reposar una hora a 4°C, y se
centrifugaron a 1200 g. El sobrenadante se decant6 en
viales de conteo, a los que se les agreg6 5 ml de liquido
de centelleo y fueron mezclados vigorosamente y medi-
dos por espectrometria de centelleo liquido. Después
de corregir la union inespecifica, la union competitiva
de progesterona se calcul6 comparandola con la unién
total y se expres6 como porcentaje (%).

Determinaciones hormonales

El cortisol se midi6 en 0.5 ml de suero que fue some-
tido a extraccion con cloruro de metileno (1:10), la
fraccion hidrosoluble se eliminé y el solvente se eva-
poro a sequedad. El residuo de la fraccion liposoluble
se llevo a suspension en 2 ml de amortiguador de fos-
fatos (0.01 M pH 8.0). De la suspension se realizaron
las mediciones por triplicado con 0.5 ml mediante un



Progesterone, 170-hydroxyprogesterone and estra-
diol-17p were quantified by extraction of 0.5 ml serum
samples with ethyl ether (1:10 v/v) that was evaporat-
ed. Dry extracts were suspended in 2.0 ml of buffer
and triplicates (0.5 ml) were submitted to radioimmu-
noassay, using specific antibodies raised in rabbits,?
labeled steroids (1,2,6,7-*H-progesterone, SA 101.7
Ci/mmol; 1,2,6,7°H-170-hydroxyprogesterone, SA
67.0 Ci/mmol and 1,2,6,7,16,17-°H-estradiol-17p, SA
136 Ci/mmol), and standards in known amounts from
purified steroids. Radioactivity was determined by lig-
uid scintillation counting. Values were corrected for
unspecific blanks and for experimental losses and ex-
pressed as nmol/1. Intra- and inter-assay coefficients of
variation were 8 and 14% for progesterone; 9 and 12%
for 17o-hydroxyprogesterone, 5 and 10% for estradiol-
178, respectively.

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error. Statis-
tical differences were determined by one-way ANOVA
and Fisher’s LSD test.?® Differences with P < 0.05 were
considered significant.

Results

Changes in cortisol levels in maternal serum as well
as the binding capacity in placental GR (GRp) and
hepatic GR (GRh) in the doe are summarized in Fig-
ure 1. Circulating levels of serum cortisol in the npg
and the 40-50 d goats groups were not significatively
different (117.1 £ 58.5 and 174.3 + 59.1 nmol/1). The
GRp values showed tendency to decrease from 10.4 +
2.7 in the 40-50 d group to 6.1 £ 2.3 fmol/mg of pro-
tein in the 76-100 d group. Maternal serum cortisol
levels decreased (P < 0.05) from 174.3 + 59.1 to 79.1
+ 66.1 nmol/I in the same groups. GRp and cortisol
levels were found then increased (P < 0.05) to 18.3 +
2.7 fmol/mg of protein and to 659.6 + 76.3 nmol/1, in
the group 101-125 d, the highest ones detected in this
investigation. These values later decreased (P < 0.05)
in both, the cortisol levels (231.6 + 53.9 nmol/l) and
the GRp content (11.6 + 2.2 fmol/mg of protein) in
the +125 d group.

The number of binding sites in the GRh of npg
goats was similar to that of 40-50 d goats, 16.6 + 1.4 and
20.0 #4.2 fmol/mg of protein, respectively. Recipro-
cal changes in maternal and fetal GRh were observed:
maternal GRh decreased progressively (P < 0.05) from
20.0 = 4.2 fmol/mg of protein in the 40-50 d group to
3.9 +4.2 fmol/mg of protein in the 101-125 d group,
and then increased (P < 0.05) to 18.0 + 3.3 fmol/mg
of protein in the +125 d group. Opposite changes in

ensayo de competencia por uniéon a proteinas usan-
do *H-cortisol (1,2,6,7-*H-hidrocortisona, AE 70.0/Ci
mmol), suero ovino (libre de cortisol) y cortisol para
la curva estandar. Los valores se calcularon después de
las correcciones para unién inespecifica y pérdidas du-
rante el proceso, y se expresaron como nmol/1.2° Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 3
y 14%, respectivamente.

La progesterona, la 17o-hidroxiprogesterona y el
17B-estradiol fueron determinados de fracciones de
0.5 ml de suero extraido con éter etilico (1:10), el ex-
tracto fue evaporado a sequedad, y el residuo llevado
a suspension en 2.0 ml de amortiguador de fosfatos.
Fracciones de 0.5 ml de la suspension fueron ensa-
yadas por triplicado mediante radioinmunoanalisis,
usando anticuerpos especificos obtenidos en conejos,?’
esteroides marcados (1,2,6,7°H-progesterona, AE
101.7 Ci/mmol; 1,2,6,7-*H-170-hidroxiprogesterona,
AE 67.0 Ci/mmol; y 1,2,6,7,16,17°H-17B-estradiol,
AE 136.0 Ci/mmol), y esteroides purificados como
estandares en concentracion conocida. La radiacti-
vidad se cuantificé por conteo de centelleo liquido.
Los valores fueron corregidos para blancos inespeci-
ficos y pérdidas experimentales, y expresados como
mmol/l. Los coeficientes de variacion intra e inter-en-
sayo fueron 8y 14% para progesterona, 9 y 12% para
170-hidroxiprogesteronay 5y 10% para 17p-estradiol,
respectivamente.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + el error
estandar. Las diferencias estadisticas se determinaron
por ANDEVA de una via y la prueba de diferencias
minimas significativas de Fisher.®® Las diferencias con
una P £ 0.05 se consideraron significativas.

Resultados

Los cambios en los niveles de cortisol en el suero ma-
terno, asi como en los sitios de union de los GR en
la placenta (GRp) y en el higado (GRh) materno se
resumen en la Figura 1. Los niveles de cortisol en el
suero de los grupos de cabras npg y de 40-50 d no fue-
ron diferentes significativamente (117.1 +58.5y 174.3
+ 59.1 nmol/], respectivamente). Los valores de GRp
presentaron una tendencia a disminuir desde 10.4 +
2.7 en el grupo de 40-50 d,hasta 6.1 + 2.3 fmol/mg
de proteina en el grupo de 76-100 d. En los mismos
grupos, los niveles de cortisol en el suero materno dis-
minuyeron (P <0.05) desde 174.3 £ 59.1 a 79.1 + 66.1
nmol/l. Los niveles de GRp y cortisol se incrementa-
ron (P <0.05) en el grupo de 101-125 d con valores de
18.3 + 2.7 fmol/mg de proteinay 659.6 = 76.3 nmol/I,
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the fetal GRh were found: they increased progressively
(P <0.05) from 35.2 + 7.3 fmol/mg of protein in the
group of 40-50 d to 82.7 + 13.5 fmol/mg of protein in
the 101-125 d group, and decreased (P < 0.05) to 23.3
+ 10.4 fmol/mg of protein in the +125 d group. Fetal
cortisol did not show a particular profile and ranged
35-82 nmol/l in all the groups of pregnant goats
(Figure 2).

The profiles of the sex steroids in maternal se-
rum are shown in Figure 3. The serum progesterone
concentration decreased gradually (P < 0.05) from
46.1 + 3.7 nmol/I in the 40-50 d group to 11.7 + 3.4
nmol/1 in the +125 d group. The profiles of serum
17a-hydroxyprogesterone and estradiol-17f did not
change significantly in the studied groups and fluc-
tuated within the ranges of 0.79 + 0.13 to 1.1 + 0.14
and 0.64 + 0.20 to 0.81 + 0.17 nmol/l, respectively.
Estradiol-17f levels were higher 1.17 + 0.17 nmol/1
in the group at the end of gestation only (Figure 3).
The percentage of binding inhibition of *H-dexameth-
asone by progesterone addition in the GRp sites de-
creased progressively from 77.6 + 15.9% in the 40-50 d
to 42.8 + 13.0 % in the 101-125 d group (Figure 4).
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FIGURA 1. Niveles de cortisol materno y receptores a glucocorti-
coides en placenta (GRp) e higado (GRh) materno. Los niveles de
cortisol en el grupo de 101-125 dias de gestacién son altos signifi-
cativamente. LLos GRp disminuyen progresivamente en los grupos
conforme avanza la gestacioén desde el grupo de 40-50 al de 76-100
dias, pero incrementan varias veces en el grupo de 101 a 125 dias
y permanecen altos en el grupo de +125 dias. Los valores de GRh
maternos disminuyen desde el grupo con gestacion temprana al de
101-125 dias e incrementan significativamente en el de +125 dias
de gestacion. Se observa una relacion inversa entre el cortisol ma-
terno y los GRh. Las barras con distinta literal difieren por DMS
(P <0.05).

FIGURE 1. Cortisol levels and glucocorticoid receptors in placenta
(GRp) and maternal liver (GRh). Cortisol levels in the 101-125 days
of gestation group are significantly high. GRp decrease progres-
sively in the 40-50 to 76-100 days of gestation groups but increase
several fold in the group of 101-125 days and remain high as detect-
ed in the group of +125 days. Maternal GRh values decrease from
the group in early gestation to the 101-125 days, and then increase
significantly in the group of +125 days of gestation. An inverse re-
lationship between maternal cortisol and GRh is noticeable. Bars
with different letters differ by LSD (P < 0.05).
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los mas altos detectados en este estudio. Posteriormen-
te sigui6 un descenso (P <0.05), tanto en los niveles de
cortisol (231.6 + 53.9 nmol/l) como en el contenido
de los GRp (11.6 + 2.2 fmol/mg de proteina) en el
grupo de +125 d.

El nimero de sitios de union de los GRh de cabras
npg fue semejante al de cabras con 40-50 d, 16.6 + 1.4
y 20.0 £ 4.2 fmol/mg de proteina, respectivamente. Se
observaron cambios reciprocos en los GRh maternosy
fetales. Los GRh maternos decrecieron (P < 0.05) pro-
gresivamente desde 20.0 + 4.2 fmol/mg de proteina en
el grupo de 40-50 d 2 3.9 + 4.2 fmol/mg de proteina en
el grupo 101-125 d, y luego incrementaron (P < 0.05)
a 18.0 + 3.3 fmol/mg de proteina en el grupo de +125
d. Por el contrario, en los GRh del feto se encontro
un incremento (P < 0.05) progresivo desde 35.2 + 7.3
fmol/mg de proteina en el grupo de 40-50 d a 82.7 +
13.5 fmol/mg de proteina en el grupo de 101-125 d,
y luego decrecieron (P <0.05) a 23.3 + 10.4 fmol/mg
de proteina en el grupo de +125 d. El cortisol fetal no
mostré un perfil particular y oscil6é en un intervalo de
35-82 nmol/1 en todos los grupos (Figura 2).

El perfil de los esteroides sexuales en el suero
materno se presenta en la Figura 3. La concentra-
cién de progesterona en el suero decrecié gradual-
mente de 46.1 + 3.7 nmol/1 en el grupo de 40-50 d
a 11.7 + 3.4 nmol/1 en el de +125 d. Los perfiles de
170-hidroxiprogesterona y 17p-estradiol en el suero
no cambiaron significativamente en los grupos estu-
diados y fluctuaron en los intervalos de 0.79 + 0.13
al.l+0.14yde 0.64 +0.20 a 0.81 +0.17 nmol/1, res-
pectivamente. Los niveles de 17B-estradiol fueron al-
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FIGURA 2. Cortisol fetal y receptores a glucocorticoides hepaticos
(GRh). Los valores de cortisol fetal son bajos en todos los periodos.
Los GRh fetales aumentan desde el grupo de gestacion temprana
hasta el grupo de 101-125 dias y disminuyen significativamente en
el altimo periodo. Las barras con distinta literal difieren por DMS
(P <0.05).

FIGURE 2. Fetal cortisol and hepatic glucocorticoid receptors
(GRh). Fetal cortisol values are low throughout all periods. Fetal
GRh increase from early gestation group to that of 101-125 days
and decrease significantly in the last period. Bars with different
letters differ by LSD (P <0.05).



Discussion

Since the classic work of Van Rensburg,® it has been
recognized that goats are prone to abortion. In a pre-
vious work, an association between elevated concen-
trations of cortisol in maternal blood and abortion in
goats within 102-134 days of gestation was reported.”
Current work shows that stressed pregnant goats with-
in 101 to 125 days of gestation have higher concen-
trations of maternal serum cortisol and GRp, when
compared to similar stressed goats in other periods of
gestation. Flint and Burton' measured GRp in ewes
and found an increase in the receptor binding sites
within 90 to 129 days of gestation, similar to the period
in which the higher values were found in this work.
An association of elevated GRp and cortisol during la-
bor has also been found in ewes®. It appears that the
temporal coincidence of the high increase in mater-
nal cortisol levels detected when the GRp are higher,
makes the placenta more receptive to this hormone
and may participate in the initiation of premature la-
bor in the goats.

It was also found that the competitive binding of
progesterone to GRp decreased progressively up to
the lowest values in the group of 101-125 d (Figure 4).
Further, in the n vitro experiments for the binding
competition, progesterone is 240 fold more concen-
trated than the *H-dexamethasone. However, in the
101-125 d of gestation, the serum cortisol was 36 fold
higher than the progesterone. It appears that based on
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FIGURA 3. Niveles de esteroides sexuales durante la gesta-
cién. Los niveles de progesterona (P,) caen progresivamen-
te desde el inicio al ultimo periodo de la gestacion. Los niveles
de 17a-hidroxiprogesterona (17P,) y de 17B-estradiol (E2) no
muestran diferencias significativas a lo largo del tiempo, pero tien-
den a incrementarse en el ultimo periodo de la gestacion. Las bar-
ras con distinta literal difieren por DMS (P < 0.05).

FIGURE 3. Sexual steroids levels during gestation. Progesterone
(P,) levels drop progressively from the start to the end of gestation.
17a-hydroxyprogesterone (17P,) and estradiol-17B (E,) levels show
no significant differences with time, but tend to increase in the
last period of gestation. Bars with different letters differ by LSD
(P <0.05).

tos (1.17+ 0.17 nmol/1) s6lo en las cabras de final de
gestacion (Figura 3). El porcentaje de inhibicion de la
unién de *H-dexametasona por la adicién de progeste-
rona en los sitios de los GRp decreci6 progresivamente
de 77.6% en el grupo de 40-50 d a 42.8% en el grupo
de 101-125 d (Figura 4).

Discusion

Desde el trabajo clasico de Van Rensburg,’ se ha re-
conocido que las cabras son una especie propensa al
aborto. En un trabajo anterior se identific6 una aso-
ciacién entre concentraciones elevadas de cortisol en
la sangre materna y aborto en cabras con 102 a 134
dias de gestacion.” En el presente trabajo se informa
que las cabras gestantes estresadas cuando se encuen-
tran entre 101-125 d presentan los valores mas altos
de cortisol y GRp, comparadas con cabras igualmente
estresadas en otros periodos de gestacion. Flint y Bur-
ton" midieron los GRp en la oveja y encontraron un
incremento en los sitios de unién entre los 90 y 129
dias de gestacion, intervalo que comprende el periodo
con los valores mas altos observados en el presente tra-
bajo. También se ha descrito una asociaciéon entre los
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FIGURA 4. Cambios temporales en las relaciones de las hormonas
esteroides y entre *H-P,/*H-Dex en los receptores a glucocorticoi-
des en placenta (GRp). La concentracion de cortisol-progesterona
en el suero es aproximadamente diez veces mayor en el grupo de
101-125 dias de gestacion cuando se compara con los otros grupos.
Los GRp totales son la suma de la unién de *H-P, y *H-Dxm. La
relacién de "H-P,/ *H-Dex disminuye en el grupo de 101-125 dias.
La suma de valores de 170-hidroxiprogesterona y 17B-estradiol en
el suero permanece constante desde el grupo inicial hasta el de 76-
100 dias de gestacion y aumenta a partir del grupo de 101-125 dias.

FIGURE 4. Temporal changes of steroid hormones ratio and the
P,/*H-Dex ratio in the placental glucocorticoid receptors (GRp).
The serum concentration of cortisol/progesterone ratio is ap-
proximately ten times greater in the 101-125 days group when com-
pared to other gestation groups. Total GRp is the sum of P, and
*H-Dxm binding. The relation mass GRp-P,/GRp-"H-Dex decrease
in the 101-125 days group. The sum of 170-hydroxyprogesterone
and estradiol-17p serum levels remains constant from initial group
to the 76-100 days group and starts to increase in the 101-125 days

group.
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these data it can be inferred that competence of pro-
gesterone for the receptor is negligible. The binding
of progesterone to GRp has been proposed as a pos-
sible mechanism by which this hormone protects the
fetus from premature activation of the partum process,
caused by transient increases in the maternal serum
cortisol.'® Apparently, this protective mechanism is di-
minished on days 101 to 125, particularly under condi-
tions that increase cortisol such as an intense stress.

Fetal cortisol concentrations in this study were
found within normal levels (40—80 nmol/l) and are
similar to those reported by Ford et al* in fetal goats.
Such values had not a particular pattern in all stud-
ied groups (Figure 2). Furthermore, these values did
not correlate with the increasing number of fetal GRh
and did not with the mother's blood cortisol concen-
trations neither, which suggests that the fetus did not
suffer stress during the transportation and maternal
fasting conditions. The low levels of fetal cortisol in all
studied groups support the hypothesis that maternal
cortisol, which increases greatly under stress, may be
the main factor that triggers the abortion process in
goats, as suggested in a previous study.”

The GRh values in the fetus show an inverse pat-
tern when related to maternal GRh: fetal GRh in-
creased progressively from day 40-50 to their maximal
values on days 101-125 (Figure 2), when maternal GRh
values were at the lowest (Figure 1). The greater val-
ues of fetal GRh on days 101-125 may be related with
the increasing needs of glucosa by the fetus in the last
third of gestation,” due to increased glucogenolysis
and gluconeogenesis® associated with the increment
of the glucosa-6-phosphatase activity”** induced by
the action of cortisol in this period.?*3

It is difficult to explain the great differences be-
tween the GRp and the maternal GRh in the 101-125
d group, in spite that both values decreased in the
groups with the advancement of gestation (40 to 100
days), the GRp increased abruptly in the 101-125 d
group coinciding with the lowest values in maternal
GRh. It seems that this period is critical for the ges-
tation under stress when the cortisol levels increases
considerably (Figure 1) and the liver is limited in its
response for glycogenolysis and glyconeogenesis. This
limited response of the maternal liver to cortisol coin-
cides when the placenta is more receptive to such hor-
mone making it prone to start the abortion process.

Sex steroid levelsin the maternal serum had the well
known profile of gestation: 17a-hydroxyprogesterone
and estradiol-17f3 tended to increase in the groups
with more advanced gestation. Progesterone de-
creased significantly from 40-50 d to the end of gesta-
tion (Figure 3).

When analyzed hormonal concentrations and GRp
values together over the course of gestation (Figure 4),
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GRp vy el cortisol elevado durante el trabajo de parto
en ovinos.? Parece probable que la coincidencia tem-
poral del incremento en los niveles de cortisol mater-
no detectado cuando el alto nimero de GRp hace ala
placenta mas receptiva a esta hormona, pueda partici-
par en la iniciacion de un trabajo de parto prematuro
en las cabras.

Asimismo, se observé que la unién competitiva de
progesterona a los GRp disminuy6 progresivamente
hasta alcanzar los valores mas bajos en el grupo de
101-125 d (Figura 4). En los experimentos in vitro para
calcular el desplazamiento por la progesterona, esta
hormona se encuentra 240 veces mas concentrada que
la *H-dexametasona. Sin embargo, en el grupo de 101-
125 d, el cortisol se encontr6 36 veces mas alto que la
progesterona, de donde se infiere que en este caso,
la competencia de la progesterona por el receptor es
practicamente despreciable. La union de progestero-
na a los GRp ha sido propuesta como un posible me-
canismo por el que esta hormona protege al feto de
una activacion prematura del proceso de parto, cau-
sada por incrementos transitorios en el cortisol mater-
no.'" Aparentemente, este mecanismo protector esta
disminuido en los dias 101 a 125, particularmente bajo
condiciones que incrementan el cortisol como el es-
trés intenso.

Las concentraciones de cortisol fetal se encontra-
ron, en todos los periodos, dentro de limites normales
(40-80 nmol/1) y fueron similares a las informadas por
Ford et al®® en fetos caprinos. Estos valores no tuvieron
un patréon particular entre los grupos estudiados (Fi-
gura 2). No se correlacionaron con el incremento en
el nimero de GRh fetales ni con el incremento en la
concentracion de cortisol en la sangre materna, lo cual
sugiere que el feto no sufre estrés durante el transpor-
te y las condiciones de ayuno materno. Los bajos nive-
les de cortisol fetal encontrados en todos los periodos
estudiados, reafirman que el cortisol materno es el
principal desencadenante del proceso de aborto cuan-
do aumenta extraordinariamente bajo estrés, como se
plantea en un estudio anterior.”

Los valores de GRh fetales tuvieron un patrén in-
verso a los del higado materno: los GRh fetales aumen-
taron progresivamente de los dias 40-50 a sus valores
maximos en los dias 101-125 (Figura 2), mientras que
el nimero de GRh maternos disminuyeron progresi-
vamente a los valores mas bajos en el mismo periodo
(Figura 1). El mayor nimero de GRh fetales entre los
dias 101 a 125 de gestacion pueden estar relacionados
con una mayor necesidad de glucosa en el ultimo ter-
cio de la gestacion,® la consecuente produccién de
glucosa en el higado fetal a partir de glucogenolisis y
gluconeogénesis,” asociada con un incremento en la
actividad de la glucosa-6-fosfatasa®* inducido por el
cortisol en ese periodo.?>



it was observed that in the 101-125 d group, the pro-
gesterone/ cortisol ratio is very low and the binding
of progesterone to GRp were found decreased when
compared to the previous period reducing thus the
progestational effects when the GRp and cortisol are
present at very high levels. The above mentioned con-
ditions could result in a greater propensity to abortion
in the goat in the early part of the last third of gesta-
tion (101-125 days), as has been observed by other re-
searchers in uncontrolled conditions.*”#

Although the design of this experiment did not al-
low to further search the course of abortion in goats
and gestation was interrupted, it is important to re-
mark that levels of maternal cortisol in the 101-125
d group were several times more elevated for normal
labor 2% or abortion” in goats as hitherto described.

It is also of interest to note that abortion in goats
could had been generated as a protecting adaptive
mechanism in this species when adverse extreme fac-
tors become a very serious life-threatening, risk for
both mother and fetus, thus allowing the mother to
survive and have the opportunity to become pregnant
again. The results of this study are in good agreement
with such hypothesis.
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