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EFECTO DE LA ADMINISTRACION PROLONGADA DE INSULINA SOBRE
EL DESARROLLO FOLICULAR'Y LA TASA OVULATORIA EN CABRAS.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la exposicion
prolongada a insulina y en diferentes periodos de desarrollo folicular sobre
las poblaciones foliculares y la tasa ovulatoria en cabras en ciclos estrales
consecutivos. Se utilizaron 32 cabras criollas, que fueron divididas en 3
grupos, dos tratados con insulina de accion prolongada (glargina) cada 48
horas durante 60 dias, dosis baja (DB n=9; 0.30 Ul/kg) y dosis alta (DA n=
11; 0.40 Ul/kg) y uno testigo que no recibio tratamiento (T n=12). Se obtuvo
el peso vivo de los animales (N= 32) al inicio del trabajo y posteriormente
cada 15 dias hasta el dia 45. Asimismo se estimé la condicion corporal (CC)
al inicio y al dia 45. A los 0, 20, 40 y 60 dias de iniciados los tratamientos se
determinaron las concentraciones promedio de glucosa, insulina y factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-lI) por ventana de muestreo. Se
indujeron 6 ciclos estrales cortos consecutivos, se realizaron ultrasonografias
transrectales (DB n=6, DA n=6 y T n=6) para determinar el numero total de
foliculos antrales 22 mm y el diametro de los foliculos ovaricos mayores. Se
realizaron laparoscopias, para estimar la tasa de ovulacion. Los datos se
analizaron mediante analisis de varianza para observaciones repetidas
mediante el software JMP4. Se encontr6 efecto de tratamiento (P<0.05)
sobre las concentraciones promedio de glucosa, asi mismo se encontrd
efecto (P<0.05) de tratamiento y de tiempo sobre las concentraciones
promedio de insulina. Las concentraciones promedio de IGF-I no fueron
afectadas por el tratamiento (P=0.74), pero si por el periodo (P=.0009). La
condicion corporal y el peso vivo no fueron afectados por el tratamiento
(P>0.50), se observo efecto de periodo en el peso vivo (P =0.0001). El
numero de ovulaciones por estro varid a través del periodo experimental
(1.59, 1.63, 1.84, 1.88, 1.75, 1.69; P=0.07) y la tasa ovulatoria fue similar
entre grupos (P=0.87). Se encontro efecto de tratamiento en el numero total
de foliculos antrales iguales o mayores a 2 mm (P=0.04). El diametro de los
foliculos ovaricos mayores no fue afectado por el tratamiento (P= 0.76)
aunque si por el periodo de evaluacion (P=0.04; 7.2 mm en el estro 5 vs 6.0
mm en los 4 primeros y el ultimo). En base a los resultados se puede concluir
que la hormona insulina tiene la capacidad de regular el desarrollo folicular
en cabras criollas. Asi mismo, la insulina afecta los estadios avanzados del
desarrollo folicular y no las etapas tempranas de desarrollo folicular. Por otro
lado, independientemente del estadio de desarrollo folicular al que los
foliculos son expuestos a la insulina esta no incrementa el numero de
ovulaciones.

Palabras clave: Funcion ovarica, tasa ovulatoria, insulina, cabras.



EFFECT OF PROLONGED INSULIN ADMINISTRATION ON FOLLICULAR
DEVELOPMENT AND OVULATION RATE IN GOATS.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of prolonged insulin
exposure and in different stages of follicular development on follicular
populations and ovulation rate in goats in consecutive oestrus cycles. 32
creole goats were divided in three groups, two treated with long acting insulin
(glargine) every 48 hours for 60 days, low dose (LD n= 9; 0.30 IU/ kg) and
high dose (HD n= 11; 0.40 IU/kg) and a control group which received no
treatment (C n=12). Body weight (Bw) was determined (N= 32) at the
beginning and every 15 days until day 45 of the experiment, body condition
score (BCS) was also established at the beginning and on day 45 of the
study. The average glucose, insulin and insulin-like growth factor | (IGF-I)
concentrations was determined at 0, 20, 40 and 60 days. Six short
consecutives oestrus cycles were synchronized and transrectal ovarian
ultrasonographic studies (LD n=6, HD n=6, C n=6) were performed to
establish the total number of antral ovarian follicles 22 mm and the diameter
of larger ovarian follicles. Ovulation rate was estimated through
laparoscopies. Data were analyzed for repeated measures using JMP4
software. Glucose average concentrations was affected by treatment
(P<0.05) also insulin average concentration was affected by treatment and
time (P<0.05). IGF-I average concentrations were not affected by treatment
(P=0.74) but by time (P=.0009).BCS and Bw were not affected by treatment
(P>.50) although weight was affected by time (P= .0001. Ovulation number
varied throughout experimental period (1.59, 1.63, 1.84, 1.88, 1.75, 1.69;
P=0.07) and ovulation rate was similar between groups (P=0.87). Insulin
treatment affected total antral follicle number equal or larger than 2mm
(P=0.04).Diameter of larger ovarian follicles was no affected by treatment (P=
0.76) and there was a time effect (P= 0.04; 7.2 mm on fifth oestrus versus 6.0
mm in the other oestrus cycles) It is concluded that insulin hormone has the
capability to regulate follicular development in creole goats. Insulin also
affects advanced follicular development states and not the early follicular
development states. On the other hand, independently development state
which follicles are exposed to insulin it cannot increase ovulation rate.

Key words: Ovarian function, ovulation rate, insulin, goats.
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I. INTRODUCCION

Uno de los factores que determinan la viabilidad de las empresas caprinas es
el numero de animales producidos, que es determinado por la fertilidad y
prolificidad de sus hembras, entre otros factores; estos componentes de la
eficiencia reproductiva dependen de la tasa ovulatoria, de la tasa de
fertilizacion y de la retencion embrionaria y fetal. Sin embargo en México en
los ultimos afos se ha presentado un rezago en el aumento del numero de
caprinos, (Santos y Lucas, 2001) que contrasta con otras regiones del
mundo, Asia, Africa, donde la poblacién caprina ha ido en aumento
(Boyazoglu et al., 2005).

Para lograr una mayor productividad se han desarrollado varias estrategias
las cuales buscan incrementar el numero de cabritos nacidos por parto
mediante un aumento en la tasa de ovulacion, el cual se ha logrado de
manera practica utilizando tratamientos hormonales y manipulando la
alimentacion (Aguilar, 2006).

El estado nutricional es un factor importante que controla la fertilidad en el
ganado mostrando efectos directos sobre la funcion ovarica (Armstrong et al.,
2002). En ese sentido el aumento en el aporte energético de la dieta en
periodos breves antes y durante el empadre (flushing), mejora la prolificidad
de los pequefios rumiantes, en las cabras se observa buena respuesta, al
aumentar significativamente el numero de partos dobles o triples (Santos y
Lucas, 2001; Rodriguez-Castillo et al., 2004), de igual forma en ovejas las
poblaciones foliculares son muy sensibles al aporte nutricional puesto que la
foliculogenesis y la tasa de ovulacidon pueden ser incrementadas por la
manipulacion nutricional (Scaramuzzi et al., 2006).

El mecanismo por el cual el flushing estimula la funcién ovarica no se conoce
del todo, sin embargo los estudios no han revelado una relacion consistente
entre el estado nutricional/perfiles metabdlicos y la secrecion de
gonadotropinas en el ganado (Gong, 2002; Mufioz-Gutiérrez et al., 2004).
Existe evidencia de que las hormonas metabdlicas como la hormona del

crecimiento (GH), insulina, leptina y el factor de crecimiento parecido a la



insulina (IGF-1 ) tienen papeles importantes en el control del desarrollo
folicular ovarico y son mediadores de los efectos del consumo alimentario
(Robinson, 1996, Diskin et al., 2003, Suguna et al., 2009).

Las concentraciones de insulina e IGF-I aumentan después de una
suplementacion alimenticia corta (Vifioles et al., 2005) adicionalmente se ha
reportado que el ovario es un sitio de acciéon de la insulina e IGF-I en varias
especies (Sarath et al., 2008) por lo que esta hormona podria ser un factor
clave en la mediacion de los efectos de la ingesta alimentaria sobre la
funcién ovarica (Armstrong et al., 2002).

La insulina ha sido implicada en procesos relacionados a la reproduccion
aparte de su accidon regulatoria sobre las concentraciones circulantes de
glucosa, tiene un papel importante en el desarrollo y funcion folicular (Sarath
et al.,, 2008). La insulina estimula la proliferaciéon de las células de la
granulosa, la produccion de progesterona, aumenta la esteroidogenesis de
las células luteas, (Spicer y Echternkamp, 1995) incrementa la respuesta a
las gonadotropinas y disminuye la atresia folicular (Vifioles et al., 2005).
Varios estudios evidencian la accion regulatoria de la insulina en la funcion
folicular en diferentes etapas del desarrollo folicular. Kezele et al. (2002)
reportaron que en cultivos de ovarios de rata, la insulina promueve la
transicion de foliculo primordial a foliculo primario, asi mismo Itoh et al,
(2002) reportaron que en cultivos de foliculos preantrales bovinos,
concentraciones fisiolégicas de insulina estimularon el crecimiento del
foliculo, del ovocito y la produccion de estradiol. La insulina estimula la
produccion de estradiol en las células de la granulosa, adicionalmente el
estradiol secretado por el foliculo también estimula la secrecién de insulina
del pancreas, estos datos indican que la insulina plasmatica y el estradiol de
los foliculos interactuan positivamente uno con otro durante el desarrollo del
foliculo dominante (Kawashima et al., 2007).

La insulina también puede tener un efecto positivo sobre la tasa de
ovulacién, el mecanismo por el cual lo realiza puede ser por un mayor

reclutamiento de foliculos y por la disminucion de la atresia folicular, por



consecuencia aportando un mayor numero de foliculos. En cerdas se han
realizado estudios, en los cuales se ha observado que la aplicacién de
insulina durante el desarrollo folicular aumenta la tasa ovulatoria (Cox et al.,
1987).De igual manera Ramirez et al. (1997) encontraron que la aplicacion
de insulina durante los primeros cuatro dias post-destete, incremento el
tamano de la camada al siguiente parto.

En contraste diversos estudios en relacion a la respuesta del ovario a la
administracion de insulina en pequefos rumiantes aportan informacion
menos consistente; en ovejas se han empleado inyecciones de insulina para
medir los efectos de esta sobre la fertilidad y prolificidad, Kirkwood et al.
(1991), administraron insulina durante 3 dias consecutivos, pero no logro
estimular la funcion reproductiva.

Por otro lado, Sarath et al. (2008) aplicaron insulina en cabras aciclicas por 5
dias consecutivos, los resultados indicaron un efecto favorable de la insulina
sobre la funcion ovarica, mejora en el desarrollo folicular, la esteroidogenesis
e induccién de estro en cabras aciclicas. En otro estudio similar en cabras
ciclicas, Suguna et al. (2009) administraron insulina por 3 dias consecutivos
a partir del dia 7 del ciclo estral, los resultados mostraron efectos positivos en
la funcion ovarica, aumento de la tasa de ovulacion, la esteroidogenesis y el
porcentaje de partos dobles.

Los estudios que han probado los efectos de la insulina exdégena sobre la
tasa de ovulacion en diferentes especies arrojan resultados contrastantes,
probablemente debido a que estos estudios utilizaron protocolos con
periodos breves de tiempo de administracién de insulina que pueden estar
asociados a una exposicidon de los foliculos ovaricos en estadios avanzados
de desarrollo al estimulo de la hormona. Por lo que el objetivo de este
estudio fue determinar el efecto de la exposicion prolongada a insulina y en
diferentes estadios de desarrollo folicular sobre las poblaciones foliculares y

la tasa ovulatoria en cabras en ciclos estrales consecutivos.



Il. HIPOTESIS

La exposicion prolongada a insulina y en diferentes estadios de desarrollo
folicular tiene un efecto positivo y diferente sobre las poblaciones foliculares y
la tasa ovulatoria en cabras, que se expresa en mayor grado conforme

avanza el tiempo de exposicion.

lll. OBJETIVO

Determinar el efecto de la exposicion prolongada a insulina y en diferentes
periodos de desarrollo folicular sobre las poblaciones foliculares y la tasa

ovulatoria en cabras en ciclos estrales consecutivos.



IV. REVISION DE LITERATURA.

4.1 Desarrollo folicular.

El desarrollo folicular comienza cuando los foliculos dejan el grupo de
foliculos en reposo e inician un proceso de crecimiento, division celular y
diferenciacion celular que termina en la ovulacién (Bradley y Voorhis, 1999);
un foliculo es la unidad funcional del ovario y esta formado por ambas,
células germinales y células endocrinas (Ariyaratna y Gunawardana, 1997),
el foliculo sirve para proteger y alimentar al ovocito desde la formacion del
mismo hasta la ovulacion (Britt et al., 2004).

Cuando un foliculo entra al grupo de crecimiento sera conducido a uno de
dos hechos, la degeneracion por atresia sufrida por el 99 % o mas de los
foliculos o la ovulacion alcanzada por muy pocos de ellos (Murphy vy
Pescador, 1997; Webb et al., 2004).

En borregas se han realizado estudios, los cuales indican que desde la
activacion de un foliculo primordial hasta que este llega al estado
preovulatorio transcurre un tiempo de aproximadamente 4 a 6 meses (Cahill
y Mauleon, 1981; Hunter et al., 2004), 45 de ellos corresponden al desarrollo
posterior a la aparicion del antro folicular (Turnbull et al., 1977).

Durante el desarrollo embrionico el ovario esta aprovisionado con un numero
finito de células germinales. Las células germinales primordiales se originan
en tejidos extraembrionarios, en el saco vitelino, migran entre la quinta y
sexta semana hacia las crestas gonadales, en humanos, estas células
germinales premeioticas se denominan oogonias, las oogonias proliferan por
mitosis y no se asocian con células somaticas (Bradley y Voorhis, 1999;
Skinner, 2005), posteriormente las oogonias dejan el ciclo mitético y
comienzan la meiosis, quedando detenidas en la profase de la primera
division meiotica. Los ovocitos en esta etapa se nombran ovocitos primarios
y permanecen detenidos en la profase de la primera division meiotica durante
el desarrollo folicular hasta el tiempo de la ovulacion. Después en el

desarrollo fetal en humano y vaca y postnatal temprano en el roedor, el



foliculo primordial se forma. En los animales domésticos los foliculos se
forman en un periodo mayor de tiempo que en los roedores y en forma
menos sincronizada, ya que algunos foliculos comienzan a dejar la etapa de
reposo, mientras que otros aun estan siendo formados (Fortune, 2003), el
foliculo primordial consiste en un ovocito y generalmente una capa
incompleta de células de la pregranulosa escamosas (Bradley y Voorhis,
1999; Skinner, 2005).

El numero de foliculos que comprende el grupo primordial varia de miles en
el ratén a cientos de miles en animales de granja y humanos. Estos foliculos
primordiales habitan en un ambiente celular estromal-intersticial sin capas de
células de la teca aparentes o tejido mesenquimal organizado rodeando los
foliculos (Hurk et al., 1997; Skinner, 2005).

El desarrollo folicular, se puede dividir en dos etapas para su estudio; una
etapa que es independiente de gonadotropinas (Preantral) y otra que es

dependiente de gonadotropinas (Antral) (Erickson y Shimasaki, 2001).

4.1.1 Desarrollo folicular preantral.

El crecimiento folicular temprano se refiere al desarrollo de un foliculo ovarico
desde la fase primordial hasta la formacion del antro. Se sabe que las etapas
mas tempranas de desarrollo, incluyendo la transicion de foliculo primordial a
primario, son independientes de gonadotropinas y son reguladas
principalmente por factores intraovaricos (McNatty et al., 1999).

Aunque las gonadotropinas no son un requisito para el crecimiento de los
foliculos preantrales, estas pueden estimular la tasa de desarrollo de los
foliculos preantrales en especies monovulatorias grandes con periodo de
desarrollo folicular preantral prolongado y estas acciones estan moduladas
por factores de crecimiento local (Campbell et al., 2004; Campbell, 2009).



Los factores intraovaricos, sus receptores y receptores para gonadotropinas
se expresan durante el crecimiento folicular temprano de forma especifica en
células y etapas del desarrollo (McNatty et al., 1999). Estos factores de
crecimiento producidos localmente incluyen a factor C-Kit, Factor de
crecimiento epidermal, (EGF) Factor de crecimiento fibroblastico (FGF),
folistatina, miembros de la superfamilia TGF-, con al menos 35 miembros,
los cuales han sido clasificados en diversas subfamilias, como la subfamilia
TGF-B (TGF-B1,TGF-B2,TGF-B3), una extensa subfamilia de Proteina
Morfogenetica Osea ( BMP, con cerca de 20 miembros), la subfamilia Factor
de crecimiento diferenciante (GDF, al menos 9 miembros), la subfamilia
activina/inhibina, la subfamilia Factor neurotrépico derivado de células gliales
(GDNF) asi como otros miembros adicionales como la hormona
antimulleriana (AMH), (Elvin et al.,1999; Knight y Glister, 2006). Ademas de
hormonas metabdlicas como la insulina y factor de crecimiento similar a
insulina | (IGF-I).

Durante la etapa de crecimiento preantral, el ovocito crece rapidamente y
casi alcanza su volumen maximo cuando se observa la primera acumulacion
de fluido dentro de la granulosa. La primera activacion de la iniciacion del
crecimiento no ha sido caracterizada y puede provenir del ovocito o de las

células circundantes (Smitz y Cortvrindt, 2002).

Un factor que se relaciona con la activacion de los foliculos primordiales es el
ligando Kit (también llamado factor de crecimiento troncal). El ligando Kit (KL)
es un factor de crecimiento con formas solubles y unidas a la membrana
producido por las células de la granulosa, mientras que las células
germinales primordiales, los ovocitos y las células de la teca expresan el
receptor para ligando Kit, C-Kit (Fortune et al., 2000; Skinner, 2005). La
interaccion de C-Kit y ligando Kit parece ser uno de los reguladores clave del
inicio del crecimiento de los foliculos primordiales y la transicién mas alla de

la etapa primaria (Parrot y Skinner, 1999; Driancourt et al., 2000; Silva et al.,



2006), KL actua en el ovocito lo estimula a crecer y a iniciar el desarrollo
(Skinner, 2005).

Uno de los eventos iniciales en el desarrollo del foliculo primordial (transicion
primordial a primario) es un cambio en la morfologia de las células de la
granulosa de escamosas a cuboidales. Esta transicion resulta en un ovocito
con diametro aumentado y una capa de células granulosas cuboidales al que
se le llama foliculo primario (Skinner, 2005). La transformacion de los
foliculos primordiales a primarios y el subsecuente crecimiento puede ocurrir
en cualquier etapa de la vida de la vaca, desde los 7 meses de gestacion en
adelante, a través de la pubertad, durante la gestacion hasta el fin del
periodo reproductivo (Hurk et al., 1997).

La etapa secundaria inicia con el desarrollo de una segunda capa de células
de la granulosa (GC), (Fortune, 2003) la proliferacion de las GC resulta en un
ovocito rodeado por varias capas de células de la granulosa, convirtiéndolo
en foliculo secundario (Bradley y Voorhis, 1999). Durante la etapa temprana
de desarrollo del foliculo secundario, fibras de tejido conectivo se situan
paralelas a la membrana basal debajo de la granulosa para formar la capa de
la teca. Mientras tanto una cobertura glicoproteica, la zona pelucida, se forma
entre el ovocito y la capa mas cercana de las células de granulosa. Al final de
esta etapa células epiteliales grandes productoras de hormonas y una red
capilar forman la teca (Hurk et al., 1997) y termina con el desarrollo gradual

de una cavidad antral (Fortune, 2003).

4.1.2 Desarrollo folicular antral.

Las gonadotropinas no estan involucradas en el inicio del desarrollo folicular,
mas aun en las etapas tempranas del desarrollo folicular las gonadotropinas
no son un requisito definitivo para el desarrollo folicular. Sin embargo, las
etapas finales de desarrollo folicular son dependientes de las gonadotropinas
LH y FSH (Hunter et al., 2004).



4.1.2.1 Control del desarrollo folicular.

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un neuropeptido
hipotalamico que controla la funcion del eje reproductivo. Es un péptido de 10
aminoacidos que es sintetizado como parte de un precursor mas grande, que
después es enzimaticamente reducido para remover una péptido senal del N-
terminal y el péptido asociado a GnRH (GAP) del C-terminal (Cone et al.,
2003). La GnRH es sintetizada y almacenada en las neuronas GnRH,
ubicadas en el hipotdlamo medio basal y el &area preoptica. La
neurosecrecion de GnRH es intermitente, consiste en pulsos de secrecién
que ocurren regularmente a intervalos de 20 minutos o mas dependiendo de
la especie y circunstancias fisioldgicas. GnRH es liberada a través de los
nervios terminales localizados en la eminencia media, entra a la circulacién
hipofisaria portal y llega a los gonadotropos en la pituitaria anterior, donde
estimula la sintesis y secrecion de gonadotropinas (Levine, 2003; Jeong y
Kaiser, 2006). La sensibilidad de los gonadotropos, aparte de las
concentraciones y patron de liberacién pulsati de GnRH también esta
controlada por las concentraciones de esteroides ovaricos y péptidos en la
circulacion periférica a través de mecanismos de retroalimentacion
endocrinos (Campbell, 2009).

La LH y FSH son dos glicoproteinas heterodimericas unidas con unién no
covalente que consisten de una subunidad alfa comun y una subunidad beta
especifica de hormona. LH y FSH ejercen sus efectos en las células
somaticas ovaricas a través de receptores especificos unidos a la
membrana, que muestran patrones alternos de expresion.

Los receptores de FSH se expresan exclusivamente en las células de la
granulosa desde las etapas primarias hasta la preovulatoria del desarrollo
folicular. De forma similar los receptores de LH primero se desarrollan en las
células de la teca interna en la etapa terciaria de desarrollo hasta la

preovulatoria, ademas las células de la granulosa de los foliculos antrales



estrogenicos grandes también desarrollan receptores de LH (Campbell,
2009).

Las gonadotropinas secretadas son almacenadas en granulos secretorios
dentro del citoplasma, y son secretadas diferencialmente por exocitosis. La
secrecion de FSH no tiene un caracter pulsatil y generalmente no coincide
con la de LH. Durante el ciclo estral ovino, los patrones de secrecion de LH y
FSH son diferentes, con un aumento en la frecuencia pulsatil de LH de uno
por hora en el proestro, mientras que hay una disminucién coincidente de
FSH debido al aumento de estradiol e inhibina. Hay una gran deplecion de
LH después de la oleada preovulatoria por lo que la liberacién de LH es una
via regulada por la accion de GnRH, mientras que la liberacion de FSH es
mas una via constitutiva, en la cual la sintesis es seguida de una liberacién
en lugar de un almacenaje (Roche, 1996).

Las gonadotropinas tienen funciones vitales para el desarrollo folicular, la
FSH juega un papel fundamental en el crecimiento y diferenciacion del
foliculo dominante a través de su habilidad de promover la formacién del
fluido folicular, proliferacion celular, produccion de estradiol y la expresion del
receptor de LH (Erickson y Shimasaki, 2001; Hillier, 2001).

La hormona luteinizante participa en la regulacién ovarica y testicular, juega
un papel critico en la maduracion folicular, en la ovulacion, en el desarrollo y
mantenimiento del cuerpo luteo, e interviene en la modificacién de la sintesis
de las hormonas esteroides, factores de crecimiento y citocinas (Perera-
Marin et al., 2007).

4.1.2.2 Etapas del desarrollo folicular antral.

En tanto el foliculo continda con su desarrollo y crecimiento, se comienzan a
formar pequenas cavidades llenas de fluido o lagunas entre las células de la
granulosa (Bradley y Voorhis, 1999). A partir de este punto el foliculo se
denomina terciario, es decir cavitario o antral, en razén de la aparicion de las
pequenas cavidades resultantes de la acumulacion de un trasudado

plasmatico y de la secrecion de las células de la granulosa, las cavidades



terminan por confluir y formar el antro (Hanzen et al., 2000). La formacién del
antro ocurre alrededor de la misma talla folicular en la rata, vaca y humano
(0.2-0.4 mm de diametro folicular) (Fortune, 1994). El desarrollo progresivo
del antro, provoca la separacion de las células de la granulosa en células del
cumulus, que se diferencian en corona radiada, en esta etapa y en todos los
mamiferos el foliculo se rodea de la teca interna formada de células
intersticiales ricas en RNA y enzimas necesarias para la esteroidogenesis y
por la teca externa formada de tejido conectivo del estroma ovarico (Hanzen
et al., 2000).

El foliculo maduro o foliculo de Graaf representa la fase terminal del
desarrollo folicular, éste se caracteriza por una talla maxima de 10 mm en la
oveja y 25 mm en la vaca, un numero maximo de células de la granulosa y
una actividad mitética minima (Hanzen et al., 2000), pero con una alta
expresion de aromatasa en las células de la granulosa, altas concentraciones
de estradiol en el liquido folicular y la induccion de receptores de LH en las
células de la granulosa (Hunter et al., 2004), lleno de liquido, el foliculo aflora
sobre la superficie del ovario. Las tecas internas y externas estan bien
diferenciadas y la membrana basal es muy visible entre las células foliculares
y la teca interna. La actividad mitética se detiene progresivamente para ceder
lugar a una diferenciacion celular mas importante, en la oveja el indice
mitético es 4 veces menor en los foliculos de 1.1 mm que para aquellos de
0.4 o de 3.5 mm (Hanzen et al., 2000).

Existen 4 etapas en el desarrollo folicular antral: reclutamiento, seleccion,
dominancia y atresia.

Reclutamiento:

Las ultimas etapas de desarrollo folicular antral estan caracterizadas por 2 o
3 ondas de crecimiento folicular durante cada ciclo estral en los bovinos. El
patrén de onda en el desarrollo folicular se refiere al crecimiento periédico y
sincronizado de un grupo de foliculos antrales. Cada onda de crecimiento

esta caracterizada por el reclutamiento de un grupo de foliculos, que



continuan creciendo hasta aproximadamente 6 0 8 mm de didmetro (Adams,
1999; Webb et al., 2004).

El reclutamiento folicular frecuentemente es utilizado como sinénimo de
emergencia, pero es mas correctamente definido como el crecimiento de los
foliculos que se han vuelto dependientes de gonadotropinas. Esto sucede
cuando los foliculos tienen de 4-6 mm de diametro en las vacas y 2-4 mm en
la borrega (Evans, 2003a). El reclutamiento no es un fendbmeno aleatorio o
aislado, por el contrario, los foliculos son reclutados como grupos o cohortes
(Fortune, 1994), (Cohorte: grupo de foliculos en crecimiento cercanamente
sincronizados) (Ireland et al., 2000).

El reclutamiento de varios foliculos es imputable a la hormona FSH ya que
cada onda de desarrollo folicular esta precedida por un aumento en la FSH
(Fortune, 1994; Adams, 1999; Drion et al., 2000; Hunter et al., 2004).

La seleccion es el proceso por el cual de entre el numero de foliculos en
crecimiento, solo llegaran al estadio preovulatorio, un numero especifico a la
cuota ovulatoria de la especie o raza (Hanzen et al., 2000; Ireland et al.,
2000) La seleccion del foliculo dominante se da de 36 a 48 horas posteriores
al reclutamiento (Drion et al., 2000), es alrededor de la etapa de seleccién
folicular que las células de la granulosa adquieren también receptores para
LH (Hunter et al., 2004). En ovejas los foliculos comienzan a presentar
receptor de LH, cuando presentan una talla de aproximadamente 3.5 mm de
diametro (Campbell et al., 2003). El primer foliculo que adquiere receptores a
LH, se convierte en foliculo dominante, ya que sus células de la granulosa
son capaces de responder a ambas hormonas FSH y LH. La fase de
seleccidn se caracteriza por una disminucién en la concentracién de FSH y
de un aumento progresivo en la sintesis de estradiol, resultado de un
aumento en la frecuencia de pulsos de LH. La disminucion progresiva en las
concentraciones de FSH es debida a la retroalimentacién negativa del

estrégeno e inhibina, sobre la secrecion de gonadotropinas, provocada por el



aumento progresivo en las concentraciones de estradiol (Drion et al., 2000;
Zeleznik, 2004).

Aunque el proceso de seleccion folicular esta bajo regulacién sistémica por
FSH y LH también puede existir regulacion local por factores que modulan la
acciéon de las gonadotropinas. Cambios intrafoliculares en el estradiol y el
sistema IGF, pueden explicar la mayor respuesta a la FSH por el futuro
foliculo dominante que por los foliculos subordinados (Beg et al., 2002). El
incremento en la Proteina—A plasmatica asociada a la prefiez (PAPP-A),
producida por las células de la granulosa, es un cambio temprano en el
futuro foliculo dominante, Fortune (2004) sugiere que el pequefio aumento en
FSH que inicia la oleada folicular aumenta la PAPP-A, esta degrada al
IGFBP-4 y -5, causando una disminucion en sus niveles y un incremento en
el IGF libre, el cual sinergiza con FSH para aumentar la produccién de
estradiol folicular .La produccion de estrogeno suprime la secrecion de FSH,
por debajo del nivel necesario para mantener el desarrollo de los foliculos

menos maduros, los cuales sufren atresia ( Zeleznik, 2004).

La dominancia es el proceso por el cual el foliculo dominante pasa por un
rapido desarrollo mientras que el crecimiento de los foliculos subordinados
se suprime (Armstrong y Webb, 1997; Evans, 2003). La dominancia folicular
es ejercida por el foliculo mas grande presente en uno u otro ovario, el
foliculo dominante excede el tamafio de los demas foliculos dentro de una
misma oleada de crecimiento, éste tiene un diametro superior de 2 mm a los
demas foliculos (Drion et al., 2000, Ireland et al., 2000). La etapa de
dominancia se caracteriza por una elevada sintesis de estrogenos, esta
produccion conlleva una cooperacion de las células de la teca y las células
de la granulosa, y la intervencion de las gonadotropinas LH, que induce la
formacion de andrégenos por la teca interna y FSH que induce la
aromatizacion de los andrégenos a estrogenos en la células de la granulosa
(Drion et al., 2000).



La retroalimentacion negativa ocasionada por estradiol e inhibina del foliculo
dominante, causa una disminucion en los niveles de FSH, por debajo de los
requerimientos de crecimiento de los foliculos subordinados (Fortune, 1994;
Ginther et al., 2000). El fin del periodo de dominancia del foliculo esta
precedido por su pérdida de la capacidad para suprimir el efecto de la FSH,
producir estrogenos y la pérdida de receptores de LH y FSH. Este periodo
coincide con la emergencia de una nueva oleada de crecimiento folicular
(Drion et al., 2000).

La atresia o involucién folicular constituye el futuro de la mayoria de los
foliculos (99.9 %) presentes en los ovarios de mamiferos (Hanzen et al.,
2000) esta es causada por apoptosis 0 muerte celular programada y puede
ocurrir en cualquier etapa del desarrollo folicular, aunque un hallazgo
consistente en varias especies, indica que la mayoria de la atresia ocurre
justo antes de las etapas finales del desarrollo, en los foliculos antrales
tempranos (bovinos, roedores) (Bradley y Voorhis, 1999), aproximadamente
durante la octava o novena generacion de multiplicacion de células de la
granulosa.

La atresia se acompafa de un aumento en las concentraciones de enzimas
lisosomales, de glicosaminoglicanos, altas concentraciones de inhibina,
activina o proteinas ligadoras de IGF, ademas de una disminucién en las
concentraciones de estradiol; las células de la granulosa desaparecen
progresivamente, el cumulus se disocia y el ovocito degenera (Fortune, 1994;
Roche, 1996; Hanzen et al., 2000).

4.2 Dinamica folicular.

La cabra domestica (Capra hircus) es una especie de la familia Bovidae. La
cabra es poliestrica estacional. La duracion de la temporada de
apareamiento varia con la duracion del dia, raza y nutriciéon. Esta
estacionalidad es regida por el fotoperiodo; la actividad estrual comienza

durante la época de duracion decreciente del dia. En latitudes templadas la



mayor parte de las razas de cabras son anovulatorias y anestruales durante
primavera y verano, pero comienzan el ciclo cuando la duracion del dia

disminuye en otofio (Jainuden y Hafez, 1996).

Los pequefios rumiantes muestran un crecimiento folicular con un patron
similar a oleadas, (Ginther y Kot, 1994). El ciclo estral ovino presenta un
rango de 2 a 5 ondas foliculares en cada ciclo interovulatorio pero el patrén
predominante es de 3 ondas que emergen respectivamente alrededor de los
dias 0, 6 y 11 (Rubianes, 2000), mientras que en la cabra Simoes et al.
(2006) mencionan que existen de 3 a 5 oleadas por ciclo, Tenorio et al.
(2007) mencionan de 3 a 4, y de Castro et al. (1999) mencionan de 2 a 4
siendo lo mas comun 3 olas por ciclo. En los ciclos con 4 olas, la primera
oleada emerge en el dia 1 0 2, la segunda en el 2 a 5, la tercera del 6-9, la
cuarta de los dias 10 a 15 (Ginther y Kot, 1994).

Algunas de las caracteristicas mas frecuentemente observadas en las ondas
foliculares son: 1) Los foliculos mas grandes de las olas 2 y 3 alcanzan
menor tamano en el diametro maximo que los foliculos mas grandes de la ola
1 y ovulatoria; 2) Dos o mas foliculos por ola alcanzan 5 mm o mas de
diametro; 3) La mayoria de los foliculos ovulatorios son los foliculos mas
largos en el dia de la luteolisis; 4) En la mayoria de las cabras con dos
ovulaciones, los foliculos emergen como parte de una misma ola folicular
pero en pocos casos también como parte de otras oleadas; 5) Las
ovulaciones dobles ocurren en el mismo dia en la mayoria de los ciclos
(Rubianes y Menchaca, 2003).

La media entre estros e interovulaciones es similar (20.6 £ 1.0 dias y 20.7 %
1.0 dias). El espacio entre estros tiende a ser mayor en hembras multiparas
(21.0 £ 0.7 dias) que en hembras nuliparas (20.4 £ 1.1 dias) (Simoes et al.,
2006). El intervalo entre el inicio del estro y la ovulacion es de 1.4 + 0.2 dias
(Castro et al., 1997). En promedio la duracion del estro comprende un

periodo de 20.7 £ 0.7 horas en animales con 4 olas de desarrollo folicular



(Tenorio et al., 2007), mientras que Camp et al. (1983) reporta un promedio

de 2.8 dias para la raza Nubia.

La mayoria de los foliculos preovulatorios surgen del grupo de foliculos
presentes en el ovario entre los dias 17 a 19 del ciclo estral (Cueto et al.,
2006). Sin embargo los foliculos ovulatorios pueden derivarse de la
penultima y ultima oleada, lo que lleva a la introduccidon del concepto de
codominancia para tratar de explicar la presencia de dos o mas foliculos

grandes en cada oleada de desarrollo folicular (Gibbons et al., 1999).

4.3 Sistema insulina, IGF-1en el ovario.

El desarrollo folicular es un proceso complejo que involucra proliferacion y
diferenciacion de los constituyentes foliculares (Giudice, 1992). Diversos
estudios han revelado la importancia de las hormonas metabdlicas como
leptina, insulina, hormona del crecimiento e IGF-l en la regulacion del

desarrollo folicular.

4.3.1 Efectos de la insulina en el ovario

La insulina es una hormona peptidica, producida por las células B de los
islotes de Langerhans en el pancreas, tiene un papel muy importante en la
regulacion del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas
(Poretsky et al., 1999) ademas de que también es reconocida como una
sefial del estado energético en el sistema nervioso central (Butler et al.,
2004). Los organos blanco clasicos para la insulina son: el higado, el tejido
adiposo y el musculo (Pessin et al., 1999). La insulina primero es sintetizada
como preproinsulina, que contiene 110 aminoacidos, posteriormente es
convertida a proinsulina; la proinsulina es homologa a el IGF-l y Il y se puede
unir al receptor de la insulina con 10 % de afinidad, la proinsulina es cortada

por endopeptidasas y se produce la insulina.



El receptor de la insulina es un heterotetramero glicoproteico que posee dos
subunidades a y dos [, las subunidades a, son estructuras extracelulares,
tienen dominios de cisteina que sirven de sitios de union para la insulina. Las
subunidades [ tienen dominios extracelulares, transmembranales e
intracelulares. Después de que la insulina se une a las subunidades q, las
subunidades [ se autofosforilan en residuos especificos de tirosina e
impulsan la actividad intrinseca de tirosina cinasa, iniciando una cascada
intracelular de fosforilacion de proteinas (Wang et al., 1996). Al parecer la via
de tirosina cinasa es el principal mecanismo de sefalizacion del receptor de
insulina. Aunque una via alterna de sefalizacién para el receptor de insulina
ya ha sido descrita, esta involucra la generacién de inositolglicanos como
segundos mensajeros en la membrana celular después de la unién de la
insulina a las subunidades a del receptor, pero independientemente de la
activacion de la tirosina cinasa de la subunidad (3.

Esta via alterna podria intervenir en algunos de los efectos de la insulina,
incluyendo la estimulacién de esteroidogenesis ovarica. En ambos modelos
humanos y animales, los receptores de insulina estan ampliamente
distribuidos a lo largo de los tejidos ovaricos; células de la granulosa, de la

teca el estroma (Poretsky et al., 1999).

Numerosas acciones de la insulina se han demostrado en el ovario in vitro e
in vivo sin grandes diferencias entre el humano y otras especies (Poretsky et
al., 1999). La insulina esta presente en la circulacion, asi como en el liquido
folicular y tiene la habilidad de regular ambas la mitogenesis y la
esteroidogenesis (Spicer et al., 2002). In vitro la insulina estimula la
esteroidogenesis ovarica en células de la granulosa y células de la teca,
aumentando la produccién de andrégenos estrogenos y progesterona
(Poretsky et al.,1999, Kawashima et al., 2007), la insulina potencializa la
respuesta esteroidogénica de las gonadotropinas en células de la granulosa

in vivo e in vitro, este efecto puede ser mediado por el aumento del numero



de receptores de LH (Poretsky et al.,1999) y FSH (Gutiérrez et al., 1997a), ya
que en complicidad con FSH mejora la capacidad de union a LH en el ovario.
También aumenta el RNA de la enzima P450 scc en células de la granulosa
porcinas (Poretsky et al.,, 1999) y en células de la granulosa humanas
aumenta las proteinas y expresion del RNA m de la proteina STAR (Devoto
et al., 1999).

La adicién de insulina a cultivos de células de granulosa porcinas induce
efectos troficos y cambios diferenciativos caracterizados por alteracion de la
morfologia celular y tasas aumentadas de biosintesis de hormonas
esteroides (Morley et al., 1989) asi mismo, en células de la granulosa de
bovinos y equinos la adicidn de insulina aumenta el numero de células
(Gutiérrez et al., 1997a, Davidson et al., 2002).

Es probable que el efecto de la insulina en células de la granulosa in vitro
sea el resultado de multiples acciones. La insulina puede ejercer un efecto de
mantenimiento mejorando las capacidades metabdlicas generales de las
células, permitiéndoles sobrevivir y funcionar en el cultivo. La insulina puede
provocar un efecto retardado; en la induccion de receptores y la
esteroidogenesis que pueden ser el resultado de una capacidad aumentada
de las células de sintetizar proteinas especificas, una tasa reducida de
degradacion de proteinas, o en el caso de la esteroidogenesis, una actividad

enzimatica acrecentada (May y Schomberg, 1981).

Otros estudios indican que la insulina puede tener efectos indirectos sobre el
desarrollo folicular, actuando en el hipotalamo, ya que se han localizado
receptores de insulina en el nucleo arcuato y en el hipotalamo medio basal
(regiones del cerebro que contienen neuronas GnRH) en la rata (Butler et al.,
2004). De igual manera la insulina puede actuar en la glandula pituitaria para
incrementar la sensibilidad de los gonadotropos a GnRH (Poretsky et al.,
1999), por otro lado estudios in vitro indican que la insulina puede estimular

la liberacion de GnRH (Butler et al., 2004) por lo que se sugiere que las



neuronas GnRH pueden ser directamente moduladas por la insulina (Salvi et
al., 2006).

Ademas de participar directa o indirectamente en la regulacion de la
esteroidogenesis y el numero de receptores de insulina en el ovario, la
insulina también podria afectar la expresion ovarica de receptores de IGF-I,
esto podria ampliar los efectos de IGF-I en la esteroidogenesis y el desarrollo
folicular. EI aumento de estos receptores también podria amplificar los
efectos de IGF-Il. EI aumento en los receptores de IGF-lI por la insulina
puede que incremente los efectos de la misma en estados de resistencia a la
insulina, en los cuales las concentraciones de la hormona son muy altas y los
receptores de insulina estan bloqueados o genéticamente defectuosos. Bajo
estas circunstancias la insulina puede actuar uniéndose principalmente a los
receptores IGF-I. Asi la habilidad de la hiperinsulinemia de estimular los
receptores IGF-I puede contribuir al crecimiento del ovario y a la estimulacion

de la esteroidogenesis por IGF-I, IGF-II e insulina (Poretsky et al., 1999).

Niveles elevados de insulina e IGF-I en la sangre pueden estimular la funcién
reproductiva en vaquillas y vacas (Spicer et al., 2002). Las concentraciones
circulantes de insulina exhiben una variacion diurna, pero también cambian
durante el ciclo estral con aumento considerable en la concentraciéon durante
el periodo preovulatorio (Webb et al., 2004). Adicionalmente el estradiol
secretado por un foliculo también aumenta la secrecién de insulina en el
pancreas. Esto indica que la insulina en el plasma y el estradiol de los
foliculos interactuan positivamente uno con otro durante el desarrollo del
foliculo dominante. El incremento del nivel de insulina circulante por
modificacion de la alimentacion resulta en una primera ovulacion adelantada
en vacas postparto. Por lo tanto los niveles plasmaticos de insulina se
relacionan estrechamente al crecimiento folicular y la ovulacion por una

regulacion en la secrecion de LH (Kawashima et al., 2007).



4.3.2 Efecto de IGF-l en el ovario.

El IGF-I, es un polipeptido de 70 aminoacidos, comparte una secuencia
homologa al IGF-II, proinsulina y relaxina (Poretsky et al., 1999). El IGF-| era
conocido anteriormente como somatomedina c e identificada como mediador
de los efectos de la hormona del crecimiento. Los IGFs estan involucrados
en muchos procesos biologicos, estos incluyen el crecimiento pre y postnatal,
la lactacion, la reproduccion y la funcion inmunoldgica (McGuire et al., 1992).
La principal fuente de IGF-I circulante es el higado, sin embargo no solo se
produce en el higado, también se sintetiza en muchos otros tejidos, en
organos reproductivos de hembras no gestantes como el ovario, el oviducto y
el utero (Nonaka et al., 2003), dentro del ovario las células de la granulosa
son el principal sitio de sintesis en roedores (Adashi, 1998).

El sistema IGF esta compuesto de diferentes elementos:

Dos ligandos IGF-I e IGF-II.

Dos receptores; el receptor tipo | media la mayoria de las acciones tipo
somatomedina de ambos ligandos, la afinidad de este receptor al de IGF-I es
ligeramente superior al de IGF-Il. El receptor tipo Il no se une a insulina, y se
une a IGF-I con poca afinidad. Una funcién importante de este receptor es
regular el movimiento de las enzimas lisosomales.

Seis proteinas ligadoras de IGF (IGFBPs) las cuales se unen a IGF-I e IGF-II
con gran afinidad, estan presentes en todos los fluidos biolégicos vy
disminuyen la biodisponibilidad de los IGFs, pueden ser clasificados en 2
grupos:

IGFBP-1, -2, -4, -5 y -6. En suero, sus niveles son regulados negativamente

por (IGFBP-1y -2) o no afectados por la hormona del crecimiento (GH).

IGFBP-3, la cual es la forma mas predominante de IGFBP en el suero, su
concentracion es regulada positivamente por GH e IGF-I (Monget et al.,
2002).



El receptor de IGF-I es un heterotetramero con 2 subunidades a y dos
subunidades 8 y es altamente homologo con el receptor de la insulina, las
regiones de cisteina de las subunidades a de la insulina y del IGF-I son 67 %
homologas, mientras que los dominios de tirosina cinasa de las subunidades
B, son 84% homologos, ademas el receptor de IGF-I se puede unir a la IGF-II
y la insulina aunque con menor afinidad. La via de senalizacién de IGF-| es
por medio de la tirosina cinasa al igual que en la insulina (Poretsky et al.,
1999).

Los IGFs influencian una gran variedad de procesos biosinteticos en células
de la granulosa y de la teca. Evidencia de estudios in vitro indica que el IGF-I
en concentraciones fisioldgicas estimula la mitogenesis y esteroidogenesis
de las células de la granulosa en la mayoria de las especies estudiadas
(Spicer y Echternkamp, 1995). El ovario de la rata es un sitio de accién de
IGF-I, este actua en mayor parte al nivel de las células de la granulosa
amplificando la accion hormonal de las gonadotropinas (Adashi, 1998).

El sistema autocrino paracrino intraovarico de IGFs regula el desarrollo
folicular y la esteroidogenesis solo o en sinergia con las gonadotropinas.

En porcinos el IGF-I estimula la mitosis celular y la diferenciacion celular. En
células de la granulosa, estimula la producciéon de pregnenolona,
progesterona, en sinergia con FSH estimula la produccién de progesterona
aumentando la actividad de la enzima citocromo PSCC y su expresién génica
(Giudice, 1992). En ovinos estimula la proliferacion de las células de la
granulosa en foliculos pequenos y en foliculos mas grandes a producir
progesterona, un efecto mediado a través del receptor IGF-I. En la vaca el
IGF-I estimula la proliferacion de células de la teca y de la granulosa asi

como la esteroidogenesis (Poretsky et al., 1999).

El IGF-1 también aumenta el metabolismo de las lipoproteinas de alta y baja
densidad (union, internalizacion y degradacion), (Giudice ,1992) asi mismo el

IGF-I tiene la habilidad de aumentar la sobrevivencia en varios tipos



celulares, el efecto de IGF-I de proteger las células de la apoptosis esta
asociado con su habilidad de estimular la progresion del ciclo celular (Quirk
et al., 2004).

Aparte de realizar sus funciones a través de sus propios receptores el IGF-I,
en ciertos casos puede también actuar via receptores de insulina aunque
esta interaccion es de menor afinidad que la de insulina por su propio
receptor, bajo ciertas circunstancias, el receptor de la insulina podria regular

algunos de los efectos biolégicos de los IGFs (Walters et al., 2006).

4.4 Tasa de ovulacion.

La tasa de ovulacion se puede definir como el numero promedio de 6vulos
liberados en un grupo de hembras en un determinado tiempo. La tasa de
ovulacién puede ser un determinante importante de la eficiencia reproductiva.
Los procesos de reclutamiento y seleccion que llevan al desarrollo de un
numero de foliculos ovulatorios son especificos para especies y razas
(Hunter et al., 2004).

Las cabras, como las ovejas son poliovulatorias (Roberts y Reeves, 1988).
En estudios realizados en borregas, se ha determinado que la prolificidad
muestra una relacion directa con la tasa de ovulacién lo que indica que las
razas que tienen una mayor tasa de ovulacion también tienen una prolificidad

mayor (Aguilar, 2006).

4.4.1 Factores que afectan la tasa de ovulacién.

El numero de 6vulos liberados varia ampliamente dentro y entre especies
mamiferas, la cantidad de foliculos que maduran esta fuertemente regulada
para asegurar una fertilidad optima y mayor sobrevivencia de la progenie
(Grant et al., 2001). Las causas subyacentes de la variacién pueden ser

genéticas, ambientales (Scaramuzzi y Radfort, 1983; Mata et al., 1997) como



época del ano, nutricién, y otras inherentes al animal como la edad y numero

de parto.

4.4.2 Genética.

Durante las pasadas dos décadas se han descubierto varios genes
responsables de la ocurrencia de altas tasas de ovulacién en las borregas,
por tal motivo se presentara informacién concerniente a esta especie sobre

los mecanismos genéticos del control de la tasa de ovulacién.

El crecimiento folicular y la tasa de ovulacién estan influenciados por la dosis
de BMP15 y GDF9 liberados del ovocito a las células somaticas de los
foliculos en mamiferos (Hunter et al., 2004). En la borrega asi como en otras
especies, el BMP15 y GDF9B (también conocido como factor de crecimiento
y diferenciacion 9B; GDF9B) solo se expresa en el ovocito. Los BMPs actuan
a través de receptores en los ovocitos y en las células de la granulosa y se
ha demostrado que incrementan la secrecion de estradiol e inhibina en las
células de la granulosa in vitro y pueden actuar aumentando las acciones de
FSH (Evans, 2003).

Estudios genéticos en ovejas que muestran una fertilidad anormal han
revelado que estas portan mutaciones en los genes relacionados a los BMPs
(Shimasaki et al., 2004). Las borregas que son heterocigéticas para la
mutacién en el gen BMP15 tienen alta tasa de ovulacion y las que son
homocigoticas son infértiles, por otro lado las borregas que tienen una
mutacion en el receptor BMP también tienen altas tasas de ovulacién (Evans,
2003).

Las razas ovinas con altas tasas de ovulacion se pueden dividir en dos
grupos. El primer grupo refleja la accion individual de un gen (FecB) e incluye
a razas como la Booroola, Huyang y Small Tail Han (STH) (Hunter et al.,
2004, Hua et al., 2009) y la inverdale con el gen (FecXl). En el segundo

grupo, que incluye a razas como la Finnish Landrace y Romanov, la tasa de



ovulacion refleja diferencias poligenicas con cada gen ejerciendo pequefos
efectos (Hunter et al., 2004).

El gen Booroola es una mutacion autosomal, la cual tiene efectos aditivos
sobre la tasa de ovulacion. Los alelos se denominan FecB? para el alelo de
alta prolificidad y FecB® para el tipo natural (Monget et al., 2002), el alelo
FecB? corresponde a una sola mutacion en la secuencia que codifica al
receptor BMP tipo 1B (BMPR-1B) (Fabre et al., 2006). En ovejas
sexualmente maduras, la caracteristica mas consistente reportada en
hembras que poseen el alelo FecB? es que los foliculos ovaricos ovulan con
un diametro significativamente menor que los animales con el alelo FecB".
Basada en la segregacion de la tasa de ovulacion en la raza merino, los
genotipos en las borregas se clasifican en homocigoto no portador (FecB
*/FecB") con una tasa de ovulaciéon de 1-2 y una talla en foliculos ovulatorios
de 7 mm, heterocigotos portadores (FecB?/FecB*) con una tasa de ovulacion
de 3-4 y una talla de foliculos ovulatorios de 4-5 mm, y homocigéticos
portadores (FecB?/ FecB?) con mas de 5 ovulaciones por ciclo y una talla de
foliculos ovulatorios de 3-4 mm (Bartlewski et al., 1999; Monget et al., 2002).
El locus FecX se identifico en dos familias prolificas de ovejas Romney, el
rebafio inverdale (FecXl) y el Hannah (FecX"), los cuales se localizan en el
cromosoma X. La consecuencia de la presencia de uno de estos dos alelos
en un estado heterocigético es un aumento en la tasa de ovulaciéon. En
contraste con las borregas Booroola, las hembras homocigéticas son
estériles, y tienen ovarios menos desarrollados con foliculos que no avanzan
mas alla de la etapa de foliculo primario (Montgomery et al., 2001, Monget et
al., 2002). Estas razas presentan caracteristicas comunes, como foliculos
mas pequenos, reduccion en la atresia folicular, menor nimero de células de
la granulosa y menor produccidon estradiol (Evans, 2003), los foliculos
maduran a un diametro menor, existe adquisicion precoz de receptores de
LH y una mayor actividad de la aromatasa (Hunter et al., 2004).

En el segundo grupo, las razas Finnish Landrace y Romanov, la secrecion de

estradiol es mayor que en las razas de baja fertilidad, y las concentraciones



de FSH disminuyen mas lentamente. Por lo que el intervalo entre la regresién
lutea y la oleada de LH es mayor que en las razas menos prolificas. Esto
indica que la unidad hipotalamo pituitaria es relativamente insensible a la
retroalimentacion negativa y positiva del estradiol en estas razas.

La extension en la duracidén de la fase folicular puede facilitar un mayor
reclutamiento folicular y mantener mas foliculos preovulatorios antes de que

comiencen a disminuir las concentraciones de FSH (Hunter et al., 2004).

La tasa ovulatoria en cabras varia entre y dentro de las razas, en este
sentido se reportan tasas de ovulacion para la raza Angora de 1.15 (Greyling,
2000), para la raza Jakhrana de 1.33 (Goel y Agrawal, 2003), para la raza
Teddy de 1.7 (Anwara y Ahmad, 1999), para las razas indigenas de
Sudafrica 1.7 (Webb y Mamabolo, 2004), para la raza Boer 1.7 (Greyling,
2000), para la raza Damasco 1.7 (Shalaby et al., 2000), para la raza Alpina
1.69 (Silva et al., 1998), 1.8, para la Saanen 1.8, para la Anglo-Nubia
2.1(Jainudeen y Hafez), para la Nubia 1.1 (Martinez et al., 2005), 1.77
(Mellado et al., 1991) y 2.9 (Marai et al., 2000). Mientras que para el genotipo
criollo Martinez et al., (2005) reportan 1.4 y 1.32 a 2.06. (Mellado, 1997).Por
otro lado se puede observar que la adaptacién al ambiente es un factor que
influye en la prolificidad, asi pues las razas que habitan en ambientes
favorables tienen mayores ovulaciones y partos multiples que las que habitan
en ambientes adversos (Baird y Campbell, 1998).

La prolificidad de las cabras criollas varia de 1.32 a 2.06 cabritos por cabra
parida en los meses de invierno, los empadres en los meses de baja
actividad sexual en los meses de mayo-abril por otra parte conducen a una

reduccion en la prolificidad de las cabras criollas (Mellado, 1997).



4.4.2 Nutricion.

El estado nutricional es un factor importante que controla la fertilidad en el
ganado mostrando efectos directos sobre la funcion ovarica (Armstrong et al.,
2002) por lo que el manejo nutricional, adecuado o deficiente, resulta
determinante para el éxito reproductivo de los animales domésticos. Los
cambios de peso inducidos por la nutricion pueden provocar cambios en la
funcién folicular y la tasa de ovulacion (Boukhliq et al., 1996).

Generalmente, la ovulacién y la tasa de prefiez son reducidas en hembras
con bajo nivel alimenticio (Fitz-Rodriguez et al., 2009), Mani et al. (1992)
reporta que un bajo nivel nutricional con una disminucion en el peso y
condicion en cabras se acompafio de una reduccién significativa en la tasa
ovulatoria, la ocurrencia de partos multiples y el porcentaje de hembras
gestantes. Adicionalmente Mellado et al. (2006) reportan que pesos mayores
a los 25 dias de nacimiento propician una mejor actividad reproductiva en
cabras, reflejada en un numero superior de partos multiples, por el contrario
hembras con pesos menores a los 25 dias post-nacimiento presentan tasas
ovulatorias menores. Igualmente la tasa de ovulacion es sensible al aporte
nutricional en la borrega en su etapa adulta a los seis meses previos al
apareamiento cuando los foliculos ovaricos emergen del grupo primordial y
comienzan a crecer. La desnutricidon en esta etapa reduce el numero de
foliculos que emergen y por lo tanto el numero de foliculos disponibles para
ovular (Robinson et al., 2006).

Sin embargo en hembras con pobre nivel nutricional, la tasa de ovulacién y la
tasa de prefiez se pueden aumentar al proporcionar una complementacién
alimenticia. En ese sentido, existe una practica nutricional conocida; el
flushing, que es el aumento en el aporte energético, proteico o ambos, de la
dieta en periodos breves antes y durante el empadre. En el flushing existen
dos efectos, el estatico relacionado al estado corporal y el dinamico
relacionado a la dieta, el cual es independiente del efecto del peso corporal
(Pearse et al., 1994).



Esta manipulacion nutricional puede incrementar la foliculogénesis y la tasa
de ovulacion (Scaramuzzi et al., 2006), en las cabras se observa buena
respuesta, al aumentar significativamente el numero de partos dobles o
triples (Santos y Lucas, 2001, Rodriguez-Castillo et al., 2004). Asi mismo,
siete dias de suplementacion alimenticia aumentan la ovulacién y la tasa de
prefilez en cabras manejadas bajo condiciones de pastoreo y expuestas al

efecto macho (Rodriguez et al., 2009).

El mecanismo por el cual el flushing estimula la funcién ovarica no se conoce
del todo, sin embargo los estudios no revelan una relacion consistente entre
el estado nutricional/perfiles metabdlicos y la secrecion de gonadotropinas en
el ganado (Gutiérrez et al., 1997b; Gong, 2002; Mufioz-Gutiérrez et al.,
2004). Las hormonas metabdlicas, como la GH, insulina, leptina e IGF-I
tienen papeles importantes en el control del desarrollo folicular ovarico
(Pearse et al., 1994; Robinson, 1996; Diskin et al., 2003; Suguna et al.,
2009). Los efectos de la suplementacion alimenticia de corto plazo podrian
estar mediados por la glucosa e insulina actuando directamente a nivel
ovarico (Vifoles et al., 2005; Meza-Herrera et al., 2008).

El sistema intrafolicular de insulina y glucosa es estimulado por los
tratamientos nutricionales (Scaramuzzi et al., 2006). Por ejemplo el efecto
estimulatorio sobre la tasa de ovulaciéon en borregas, suplementadas con
grano de lupino aumenta la entrada de glucosa al ovario (Downing et al.,
1995a). Las concentraciones elevadas de glucosa estimulan la sintesis de
insulina. Downing et al. (1995b) reporto un aumento en la tasa de ovulacion y
en las concentraciones de insulina al infusionar glucosa por via intravenosa.
Los efectos reproductivos de la infusién de glucosa o la suplementacion con
lupino, son la inhibicion de la secrecién de estradiol de fase folicular y la
estimulacién de la foliculogénesis y la tasa ovulatoria. (Scaramuzzi et al.,
2006).



Las concentraciones periféricas de insulina son directamente proporcionales
al nivel de consumo alimentario en los rumiantes (Schillo, 1992) asi mismo
las concentraciones de insulina e IGF-I aumentan después de una
suplementacion alimenticia corta (Vifioles et al., 2005) adicionalmente se ha
reportado que el ovario es un sitio de accién de la insulina e IGF-I en varias
especies (Sarath et al., 2008). Por el contrario la subnutricion reduce la
respuesta del ovario a las gonadotropinas como resultado de
concentraciones plasmaticas reducidas de IGF-I e insulina que conducen a
una disminucion del crecimiento folicular, asi mismo concentraciones
reducidas de IGF-I estan asociadas con tasas ovulatorias reducidas (Hunter
etal., 2004).

Concentraciones elevadas de IGF-l podrian estimular la proliferacion y la
capacidad esteroidogenica de las células de la teca y granulosa, (Diskin et
al., 2003). El efecto del incremento nutricional sobre el sistema IGF en la
borrega podria ser la reduccion de las acciones foliculares de IGF-I; a través
de los efectos intra-foliculares de IGF-Il y las proteinas ligadoras de IGF
(IGFBPs) se reduciria la biodisponibilidad de IGF-I en el foliculo. Scaramuzzi
et al. (2006) propone que la accién nutricional sobre el ovario es una
inhibicion directa de la secrecion de estradiol folicular, por el sistema insulina-
glucosa, leptina e IGF que promueve un incremento compensatorio en la
secrecion de FSH que estimula la foliculogénesis y restaura la homeostasis
de la retroalimentacion negativa.

Las evidencias indican que la glucosa, insulina e IGF-l son factores
importantes en la regulacién del desarrollo folicular y mediadores de los
efectos del consumo alimentario sobre la tasa de ovulacién en los animales

domeésticos.

4.4.3 Edad y época del aino.

En ovejas y cabras la tasa de ovulacion aumenta con la edad y alcanza un
maximo a la edad de 3 a 6 afios, y luego declina gradualmente (Jainudeen y

Hafez, 1993). La fertilidad en ovejas jovenes paridas en su primer afo de



vida es menor que para las adultas; es comun que el 20 % o mas de las
ovejas jovenes apareadas fallen en producir un cordero (Hare y Bryant,
1985). Estudios realizados con cabras Alpine muestran que el tamafo de la
camada fue menor (1.15) en el primer parto, pero para el segundo parto o
posteriores fue mayor (1.89) (Silva et al., 1998). Del mismo modo en cabras
Teddy, la tasa de ovulacion y el numero de fetos aumenta con la edad
(Anwara y Akmad, 1999). El aumento en la productividad con el numero de
pariciones indica una mejora en el comportamiento reproductivo mientras la

cabra alcanza la madurez (Marai et al., 2002).

La época del aflo en que las cabras y ovejas se aparean también afecta la
tasa de ovulacion. En general, los valores son mas altos al principio de la
temporada (Jainudeen y Hafez, 1993). Este efecto se ha demostrado en
razas de ovinos en un amplio rango de condiciones ambientales y los
resultados muestran que la tasa de ovulacion es mayor al principio de la
temporada natural de apareamiento, y declina progresivamente a finales del
otofio e invierno para llegar al minimo justo antes de la presentacion del
anestro (Scaramuzzi y Radfort, 1983).

En cabras criollas, los empadres en los meses de baja actividad sexual de

abril-mayo conducen a una reduccion en la prolificidad (Mellado, 1997).



V. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El estudio se realizd en las instalaciones del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Fisiologia Animal (CENIDFA-INIFAP), ubicadas
en Ajuchitlan, Colon, Querétaro, a una altitud de 1990 msnm entre las
coordenadas geograficas 20° 47' de latitud norte y 100° 03' de longitud oeste,
con precipitacion pluvial anual de 460-630 mm y una temperatura media de
17.4 ° C, (INEGI, 2000).

Animales.

Se utilizaron 32 cabras (27 multiparas y 5 nuliparas) criollas encastadas de
Nubia, secas, vacias, dentro de estacién reproductiva (noviembre de 2007 a
enero de 2008). Los animales experimentales tuvieron un rango de peso vivo
de 34 a 64 kg con promedio de 46.7 £ 7.5 kg y un rango de condicién
corporal de 2 a 3.75 con promedio de 3.02 £ 0.3 (escala 1 a 4; Honhold et al.,
1989). Su edad aproximada fue de 2 a 4 afios. Las cabras permanecieron en
estabulacion y se alojaron en corrales con espacio y comederos suficientes
asi como bebedero con fuente permanente de agua. Los animales fueron
alimentados 2 veces por dia a las 8:00 AM y a las 3:00 PM. Se aumenté la
cantidad de alimento proporcionado en dos ocasiones; la primera a los diez
dias con un incremento de 200 gramos, y la segunda el dia 32 con 100
gramos de aumento, con el objetivo de ajustar el peso de los animales. La
dieta utilizada fue estimada para cubrir con los requerimientos nutricionales.
(Cuadro 1).



Tratamientos.

Los animales experimentales se dividieron en 3 grupos en forma aleatoria, un
grupo testigo (T n= 12) el cual no recibi6 tratamiento y dos grupos tratados,
uno con dosis baja (0.30 Ul/kg, DB n=9) y el otro con dosis alta (=.40 Ul/kg,
DA n=11) de insulina de accién prolongada (Insulina glargina, Lantus ®,
Aventis Pharma, México). La aplicaciéon de insulina se hizo por via
subcutanea cada 48 horas, 20 minutos antes del alimento de la mafana
durante 60 dias. Las dosis que se aplicaron se establecieron en base a
resultados de pruebas piloto previas que tuvieron el objetivo de determinar
las dosis e intervalos de tiempo mas adecuadas de aplicacion de insulina

para evitar la presentacion de hipoglicemia severa.

Cuadro 1.Composicion de la dieta experimental (BH).

Ingrediente. % en la racion.
Grano sorgo molido 32.9
Sorgo rastrojo 31.1
Heno de alfalfa 17.2
Pasta de soya 6.1
Melaza 11.8
Sal iodada 0.28
Minerales 0.64
PC 10.5
EM 2.1
Ca 46
P 22

BH (Base humeda).



Diseno experimental

Se sincronizé el estro de las cabras con 2 aplicaciones de un analogo
sintético de prostaglandina F2-alfa (PGF2a; 0.150 mg cloprostenol; Prosolvin
C ®, Intervet, México) con intervalo de 11 dias. El celo posterior a la segunda
aplicacion se consideré como el primer celo del periodo experimental. A partir
de este celo se indujeron 6 ciclos estrales cortos consecutivos (duraciéon
aproximada 11 dias) mediante aplicacion de PGF2a. Durante todo el periodo
experimental se detectaron celos por observacién 2 veces por dia, una hora
en la mafana y otra en la tarde, auxiliados con 3 machos
epididimectomizados que adicionalmente contaron con arnés marcador y
permanecieron todo el tiempo con las hembras. En la supervision de la
mafana se identificaban y registraban como hembras en celo a aquellas con

marcas claras indicadoras de haber recibido monta.

Para determinar el numero total de foliculos ovaricos antrales 2 2 mm y el
diametro del foliculo mayor se realizaron estudios ultrasonograficos. Se
utilizé un equipo Aloka SSD 500, con transductor rectal de 5 Mhz/64 mm
(UST-657-5, Aloka Co., LTD, Tokyo, Japan). El estudio ultrasonografico se
realiz6 en un subgrupo de cabras seleccionadas al azar (n=6 por grupo de
tratamiento), dentro de las primeras 12 horas después de presentar signos
de estro. Las imagenes ultrasonograficas obtenidas fueron transferidas en
papel (video impresora Sony, UP-870 MD) para analizarlas posteriormente.

En todas las cabras, entre los dias 6-8 posteriores a la presentacién de cada
uno de los estros inducidos, se determiné la tasa de ovulacion por conteo de
los cuerpos Iuteos mediante laparoscopia abdominal. Previo a la
laparoscopia, los animales fueron restringidos de alimento y agua por 24
horas. Para efectuar la revision laparoscopica los animales fueron
anestesiados mediante inyecciones intravenosas de maleato de
acepromacina (Calmivet © Vetoquinol, Mexico, 1 ml/ 10 kg) como
tranquilizante y Ketamina (Anesket ®, PiSA, Mexico, .25 mg/kg/IV) como
anestésico. El procedimiento realizado fue similar al descrito por Camp et al.



(1989). Se utilizé6 una canula trocar de 6 mm de diametro, endoscopio rigido
de 5 mm de diametro (Karl Storz, ® Alemania) el cual fue conectado a través
de un cable de fibra 6ptica a una fuente de luz, (Maxillum 250-I, EUA), asi
como un baston manipulador de 5 mm de diametro con punta roma. Una vez
anestesiadas, las cabras fueron colocadas en decubito dorsal en una mesa
quirurgica, la cual se inclinaba a 45° de tal manera que la parte posterior del
animal quedara elevada. Asimismo, la cavidad abdominal se insuflaba de
aire utilizando una bomba de baja presidén antes de insertar los trocares para
introduccién del endoscopio y del baston de manipulacion. Una vez realizado
lo anterior se localizaban los ovarios, exteriorizandolos de la bursa ovarica
mediante el bastdn manipulador para proceder al conteo de cuerpos luteos.
Al término de cada revisién laparoscépica, se irrigaban los ovarios y tejido
conjuntivo adyacente con aproximadamente 30 ml de una solucién para
disminuir adherencias y prevenir infecciones (Cuadro 2). Asi mismo, se
aplicaba un antimicrobiano (Emicina LA ®, Oxitetraciclina, Laboratorios Pfizer

LTDA, Brasil, Tml / 10 kg) por via intramuscular para prevenir infecciones.

Cuadro 2. Solucién para disminuir adherencias.

Ingrediente Cantidad en la solucién
Dexametasona 150 mg

Heparina 2500 Ul

Penicilina 5 millones Ul

Solucién salina 500 ml

Muestreo sanguineo y procesamiento de muestras.

En 6 animales de cada grupo de tratamiento se realizaron ventanas de
muestreo sanguineo a los 0, 20, 40 y 60 dias del periodo experimental. En
cada una de estas ventanas, se obtuvieron muestras de sangre (5 ml) por
puncion de la yugular mediante tubos vacutainer ® con 143 USP de heparina
sédica, antes de la primera (AM1) y segunda comidas del dia (PM1) y a la
mafana de los siguientes 2 dias (AM2 y AM3) en condiciones de ayuno (2

muestras con intervalo de 20 minutos en cada caso, excepto en la mafiana



del 3er dia cuando solo se obtuvo una muestra). Las muestras obtenidas se
centrifugaron a 3500 g durante 15 minutos para separar el plasma, el cual se

conservo a -20 °C hasta su analisis.

Determinaciéon de hormonas y metabolitos.

En las muestras de sangre colectadas, en forma selectiva se determinaron
las concentraciones de glucosa, insulina y factor de crecimiento similar a
insulina | (IGF-I).

Las concentraciones de glucosa se determinaron directamente en sangre
mediante un glucémetro portatil (One touch ultra Il ®, Johnson & Johnson),
en las muestras AM, PM1 y AM2. A partir de estos valores, se estimaron las
concentraciones promedio de glucosa en ayuno para cada ventana de
muestreo.

La determinacion de las concentraciones de insulina, se realizdé en plasma
mediante radioinmunoanalisis de fase liquida el cual empleé un antisuero
policlonal anti-insulina humana producido en cobayo; la sensibilidad del
ensayo fue de 0.02 ng/ml y los coeficientes de variacion intra-ensayo e inter-
ensayo fueron 8.8 y 7.6 respectivamente, en las muestras PM1 y AM2. A
partir de estos valores, se estimaron las concentraciones promedio de
insulina en condiciones de ayuno y posteriores a la administracién exégena
de la hormona para cada ventana de muestreo. Las primeras muestras en
cada ventana de muestreo (muestreo AM1), no fueron consideradas para la
determinacion de insulina, pues eran obtenidas inmediatamente antes de la
administracion exdégena de la hormona (momento en que ya se habria
perdido el efecto de la administracion inmediata anterior).

La determinacion de las concentraciones de IGF-lI se realizd en plasma
mediante radioinmunoanalisis con extraccion (Coated-tube IRMA, DSL-5600
ACTIVE® Diagnostic Systems Laboratorios Inc.), en las primeras muestras
de las 3 mafianas consecutivas dentro de cada ventana de muestreo (AM1,
AM2 Y AM3). El promedio de la concentracion de IGF-I en estas muestras se

consider6 como valor de ayuno para esta hormona. Los coeficientes de



variacion intra- e inter-ensayo para control bajo fueron 0.25 y 4.28

respectivamente y para el control alto fueron 1.7 y 9.43.

Peso y condicién corporal

Con el fin de ajustar las dosis de insulina y la cantidad de alimento
suministrado, se obtuvieron los pesos de las cabras en condiciones de ayuno
de alimento de 14 h al inicio del trabajo y posteriormente cada 15 dias hasta
el dia 45. Asimismo, se evalud la condicion corporal (CC) de los animales
(escala 1 a 4; Honhold et al., 1991) al inicio y a los 45 dias del periodo

experimental.

Variables de respuesta
El dia de presentacion del estro:
Diametro de los foliculos ovaricos mayores (mm).
Numero total de foliculos antrales =2 mm.
Seis a ocho dias después del estro:
Numero de cuerpos luteos (como indicador de tasa de ovulacion).
En condiciones de ayuno:
Concentraciones promedio de glucosa (mg/dl).
Concentraciones promedio de insulina (ng/ml).
Concentraciones promedio de IGF-| (ng/dl).
Peso vivo (Kg) posterior a ayuno de 14 h.

Condicion corporal.



Analisis estadistico.

Las variables de respuesta se analizaron por medio de un analisis de
varianza para mediciones repetidas considerando al tratamiento de insulina
como efecto entre unidades experimentales y al tiempo y sus interacciones
como efecto dentro de unidades experimentales utilizando el software
JMP4® (SAS Institute , 2002). En el caso del numero de cuerpos luteos
como indicador de tasa ovulatoria los datos fueron transformados a raiz de y

+0.5 para su analisis.



VI. RESULTADOS.

Tasa de ovulacioén, peso vivo y condicion corporal.

La administracién de insulina no tuvo efecto sobre la tasa de ovulacion
valorada a partir del nUmero de cuerpos luteos presentes en el ovario 7 dias
posteriores a la presentacion de cada estro (P=0.87). EI numero de
ovulaciones por estro varié a través del periodo experimental (1.59, 1.63,
1.84, 1.88, 1.75, 1.69; P<0.07) y no se observé una interaccion entre
tratamiento por periodo de evaluacion (P=0.23) sobre esta variable. El
numero de ovulaciones minimo y maximo por tratamiento durante el periodo
de evaluacién fue T=1.4y 1.8, DB=1.6y 1.9, DA =1.5y 2,1. El peso vivo no
fue afectado por la administraciéon de insulina, (P=0.84). Se observé una
reduccion significativa del peso vivo en los dias 15 y 45 del estudio (P
<0.001, Figura1). La condicion corporal entre los grupos de tratamiento fue
similar (P=0.80; Cuadro 3). No se observo efecto de periodo (P=0.66) o

interaccién (P=0.42) tratamiento por periodo sobre condicion corporal.

Cuadro 3. Tasa ovulatoria, peso y condicién corporal promedio en cabras
con o sin administracion prolongada de insulina. (Medias minimo cuadraticas
t error estandar)

Tratamiento n Tasa de Peso(Kg) Condicion
ovulacién corporal

Testigo 12 1.68+0.5 449 + 6.1 294 +0.3
DB 9 175104 46.6 £ 5.8 3.17+£0.3

DA 11 1.75+£0.5 451 7.1 298 +0.3

No se encontraron diferencias estadisticas entre grupos (P> 0.05).




Diametro de los foliculos mayores y numero total de foliculos antrales.

En este estudio se indujeron 6 ciclos estrales cortos con el objetivo de
obtener un mayor numero de eventos ovulatorios para evaluar durante el
periodo experimental. En el primer ciclo estral inducido no se obtuvieron
imagenes de calidad satisfactoria para su analisis, por lo que solo se tomaron
en cuenta 5 observaciones de eventos ovulatorios. En el diametro de los
foliculos mayores no se observaron diferencias estadisticas entre grupos (P
=0.76; Cuadro 4). Se encontré efecto de tiempo (P<0.05) en el cual el
diametro del foliculo mayor fue superior en el periodo 4 (Figura 2). No hubo
interaccion tratamiento por tiempo (P=0.95). Se observé efecto de
tratamiento y de tiempo para el numero total de foliculos antrales. El grupo
DA fue superior (P<0.04; Cuadro 4). En cuanto al efecto de tiempo los
periodos 1 y 2 fueron superiores (P<0.01; Figura 3). No se observo

interaccion tratamiento por tiempo (P=0.22).

Cuadro 4. Diametro promedio de los foliculos mayores y numero total
promedio de foliculos antrales = 2 mm en cabras con o sin administracion
prolongada de insulina. (Medias minimo cuadraticas + error estandar).

Diametro de los Numero de
Tratamientos n foliculos foliculos
mayores(mm) antrales totales
22 mm
T 6 6.13 + .48° 9.7 + 1.07°
DB 6 6.15 + 47° 10.2 + 2.03%®
DA 6 640 + 5° 11.6 £ 1.94°

Diferente literal dentro de la misma columna indica diferencia significativa. (P
<0.05)
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Figura 1. Peso vivo promedio por periodo de evaluacion ( £ error estandar)
en cabras.
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Figura 2. Diametro promedio de los foliculos mayores (mm) por periodo de
evaluacion en cabras (+ error estandar). Diferente literal Indica diferencia
estadistica entre tiempos. (P< 0.04).
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Figura 3. Numero promedio de foliculos antrales = 2 mm por periodo de
evaluacion en cabras (x error estandar). Diferente literal indica diferencia
estadistica entre tiempos (P < 0. 05).



Concentraciones de insulina, IGF-l y glucosa.

En las concentraciones plasmaticas promedio de insulina se encontré efecto
de tratamiento y de periodo, la interaccion tratamiento por periodo no fue
significativa (P=0.11). Las concentraciones circulantes de insulina fueron
superiores para DA (P<0.06, Cuadro 5). Con respecto al periodo las
concentraciones circulantes de la hormona fueron mayores a los 40 y 60 dias
(P<0.01; Figura 3).

Se observo efecto de tratamiento (P<0.05; Cuadro 5) en las concentraciones
circulantes de glucosa mas no de periodo (P=0.26) ni de interaccién
tratamiento por periodo (P=0.47). La concentracién promedio de glucosa fue
menor para el grupo DA (P<0.03), el grupo DB fue similar al DA (P=0.10) y al
T (P=0.20) (Cuadro 5). Para las concentraciones promedio de IGF-I no hubo
diferencia entre tratamientos (P=0.74), aunque si se observo un efecto de
periodo (P<0.001; Figura 5). A los 60 dias las concentraciones de IGF-I
fueron superiores con las observadas a los 0 y 20 dias y similares con las
encontradas a los 40 dias que a su vez no fueron diferentes de las de 0 y 20
dias (P>0.05).

Cuadro 5.Concentraciones promedio de insulina, glucosa e IGF-lI en cabras
con o sin administracion prolongada de insulina. (Medias minimo cuadraticas
t error estandar).

Tratamientos n Insulina Glucosa IGF-I
(ng/ ml) (mg/dI) (ng/dl)
Testigo 6 0.15+0.02® 56.5 + 4 .4 166.8 + 58.4°
DB 6 0.23 + 0.05% 53.3 + 4.4% 178.5 £+ 69.3°
DA 6 0.27 £ 0.07° 495 +6.2° 150.6 + 43.1°

Diferente literal dentro de la misma columna indica diferencia estadistica (P<
0.05).
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Figura 4. Concentraciones promedio de insulina por ventana de muestreo
en cabras (x error estandar). Diferente literal indica diferencia estadistica
entre tiempos (P< 0.05).
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Figura 5. Concentraciones promedio de IGF-1 por ventana de muestreo en
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tiempos (P<0.001).



VII. DISCUSION

La insulina ha sido implicada en la regulacion del desarrollo y funcién folicular
(Sarath et al., 2008). Asi mismo esta hormona podria ser un factor clave en
la mediacion de los efectos del flushing sobre la funcidén ovarica (Armstrong
et al., 2002). In vitro la insulina estimula la esteroidogenesis ovarica en
células de la granulosa y células de la teca, aumentando la produccién de
androgenos estrogenos y progesterona (Poretsky et al., 1999; Kawashima et
al., 2007). Diversas evidencias sugieren un papel esencial de la insulina en
las etapas tempranas del desarrollo folicular preantral (Fortune, 2003), asi
como en el desarrollo del foliculo dominante.

La evaluacion del efecto de la insulina exdégena sobre la funcion reproductiva
en diferentes especies ha arrojado resultados contrastantes (Harrison y
Randel 1986; Cox et al., 1987; Kirkwood et al., 1991; Matamoros et al., 1991;
Whitley et al., 2000; Sarath et al., 2008). Cabe resaltar que en la mayoria de
estos estudios, se administro la insulina solo por periodos cortos y los efectos
evaluados fueron solo los de corto plazo. Lo anterior implica que la poblacién
de foliculos involucrados fue solo la que se encontraba en estadios
terminales de desarrollo y no las que corresponden a estadios de desarrollo
mas tempranos. A diferencia de lo anterior, en el presente estudio se
indujeron estados de insulinemia elevada de largo plazo, evaluandose el
efecto de estos sobre el desarrollo folicular y la tasa de ovulacién a través de
varios ciclos estrales. Para esto, se utilizo un analogo de insulina humana,
insulina glargina, que es una preparacion de insulina de larga duracion (24
horas) con un perfil de accion plano, prolongado, sin pico de accién y
predecible con pequefia variacion intraindividual (Campbell et al., 2001). Las
dosis experimentales se establecieron a partir de un estudio piloto,
considerando que las concentraciones plasmaticas de insulina se
mantuvieran dentro de un rango fisiolégico y que no se generaran
condiciones de hipoglicemia (< 40 mg/dl de glucosa) prolongadas.

Como puede observarse en el Cuadro 3, la administraciéon prolongada de

insulina no afecté el peso vivo ni la condicion corporal de los animales



experimentales a ninguna de las dosis evaluadas. Sin embargo, en todos los
grupos se observaron fluctuaciones en el peso vivo a través del tiempo
(Figura 1), independientes de los tratamientos y probablemente provocadas
por el manejo intensivo (laparoscopias, evaluaciones ultrasonograficas, etc.)
o por ajustes en las dietas y raciones suministradas. La ausencia de efecto
de los protocolos de administracion de insulina utilizados, puede ser un
indicativo de que no se comprometié de forma importante el metabolismo
energético de los animales en los grupos tratados. Lo anterior a diferencia de
las pérdidas de peso observadas por Simpson et al. (1994) en vacas, aun
cuando la administracion de la hormona fue por solo 5 dias.

Como puede observarse en el Cuadro 5, la concentracion sanguinea
promedio de glucosa en condiciones de ayuno se disminuyé gradualmente
de acuerdo a la dosis de insulina. Sin embargo, esta disminucion fue de solo
3.3y 7.5 mg/dl (6 y 13 % menor) en los grupos DB y DA con respecto al
testigo. Los valores de glucosa presentados en el Cuadro 5, representan el
promedio de glucosa plasmatica de 3 muestras previas al suministro de
alimento en el transcurso de un dia y medio (AM1, PM1 y AM2), colectadas
en 4 ventanas dentro del periodo experimental. Con respecto al protocolo de
administracion de insulina, las muestras se colectaron 48, 8 y 24 h
posteriores a la aplicacion de la hormona en AM1, PM1 y AM2
respectivamente. Las concentraciones plasmaticas de glucosa por
tratamiento para AM1, PM1 y AM2 fueron 60.3, 60.5 y 63.0 mg/dl (P >.50),
50.2, 35.4 y 37.7 mg/dl (P <.001) y 59.0, 52.6 y 59.1 mg/dI (P = .07) para los
grupos T, DB y DA. De acuerdo a los valores de glucosa en la muestra PM1,
es claro que ambos tratamientos de insulina generaron estados
hipoglicémicos a las 8 h post-inyeccion, aunque analizando los datos
individuales, esto ocurrio solo en el 54 y 62% de los animales en DB y DA,
respectivamente. Por otra parte, la condicion glicémica aparecid
completamente normalizada en la muestra obtenida 24 h después de la
aplicacién de la hormona. Simpson et al. (1994), Downing y Scaramuzzi

(1997) y Scherzer et al. (2009) encontraron depresiones similares en la



glicemia posteriores a la administracién de insulina. En contraste, Selvaraju
et al. (2002 y 2003) no observaron esa disminucion de la glicemia, lo cual
probablemente estuvo asociado con el protocolo y dosis de administracion de
la hormona (0.2 Ul/kg de insulina de larga accion a vacas repetidoras por 3
dias a partir del dia 7 del ciclo estral y Selvaraju et al. (2003) que administrd
0.2 Ul/kg de insulina de larga accién a cabras empezando el dia 7 del ciclo
estral. Cabe resaltar que en el presente estudio, no se observaron signos
clinicos de hipoglicemia en ninguno de los animales de los grupos tratados
con insulina. Por el contrario Kirkwood et al. (1991) reportaron que 4 de 49
borregas tratadas con 1.0 Ul de insulina por kg de peso corporal 6, 28 y 50
horas después de retirar una esponja vaginal, presentaron signos de
hipoglicemia clinica, a las cuales se les suspendio el tratamiento y fueron
retiradas del experimento. Adicionalmente, Downing y Scaramuzzi. (1997)
reportaron que hacia el final de un periodo de 3 dias de infusién intravenosa
de 0.4 Ul/Kg/dia de insulina, 15 de 15 borregas mostraron signos de
hipoglicemia a las cuales se les aplicd dextrosa en pequefias cantidades y no
fueron retiradas del estudio. En base a la ausencia de signos clinicos de
hipoglicemia y aunque el protocolo de muestreo sanguineo aplicado en el
presente estudio no permite corroborarlo, se podria asumir que los estados
hipoglicémicos generados por los tratamientos de insulina fueron solo por
periodos cortos y susceptibles de ser compensados por los mecanismos
homeostaticos del animal. Esto también apoyado en los resultados de las
pruebas piloto realizadas para determinar las dosis de insulina utilizadas, en
las que las determinaciones repetidas de la glicemia indicaron que a esas
dosis los estados hipoglicémicos eran de corta duracion.

Como se esperaba, la concentracion sérica promedio de insulina fue mayor
para DB y DA en los muestreos postinyeccion, que concuerda con mayores
concentraciones de insulina en animales tratados con dicha hormona
reportados por Harrison y Randel (1986); Matamoros et al. (1991); Downing y
Scaramuzzi (1997). A los 0 dias no hubo diferencia entre grupos y durante el

resto del experimento se observo un incremento gradual de la insulinemia de



acuerdo a la dosis aplicada, mayor en DA que en DB (Cuadro 5).
Independientemente de los tratamientos experimentales, se encontrdé un
aumento progresivo de la insulina plasmatica promedio entre los dias 0 y 40
del periodo experimental, con una estabilizacién en las concentraciones de la
hormona entre los dias 40 y 60 (Figura 4). Al separar por grupo de
tratamiento (datos no presentados), este incremento se observé solo en los
animales a los que se les administré insulina y no en los del grupo testigo; en
estos Ultimos la concentracion plasmatica de la hormona se mantuvo
relativamente estable a lo largo del periodo experimental.

Las concentraciones séricas promedio de IGF-1 no fueron afectadas por los
tratamientos. Esto esta de acuerdo a resultados de Matamoros et al. (1991),
Simpson et al. (1994) y Whitley et al. (1998). Sin embargo, los dos primeros
autores también reportan aumentos de las concentraciones de IGF-1 en el
fluido folicular. Resulta interesante observar el incremento lineal de IGF-I a
través del tiempo, independiente de tratamiento, mostrando un efecto
significativo a los 60 dias (Figura 5).

Las concentraciones plasmaticas de IGF-I estan asociadas positivamente
con la condicién corporal y el consumo de alimento (Diskin et al., 2003). Asi
mismo, su produccion hepatica es nutricionalmente regulada (Renaville et al.,
2002). En una variedad de especies (animales domésticos, humanos y
animales de laboratorio), las mayores concentraciones plasmaticas de IGF-I
se encuentran en individuos jovenes, bien alimentados y sanos. En
contraste, los animales viejos, enfermos y mal alimentados tienen
concentraciones plasmaticas de IGF-I bajas, que reflejan un funcionamiento
comprometido de los tejidos, 6rganos y células (Lucy, 2000).

Las concentraciones séricas de IGF-I disminuyen en vacas en el periodo de
balance energético negativo (Zulu et al., 2000), igualmente la restriccion
alimenticia en vaquillas ciclicas disminuyé las concentraciones plasmaticas
de IGF-I (Spicer et al., 1991). Por el contrario, cabras que recibieron un

suplemento proteico no degradable en rumen (efecto dinamico) o con mejor



condicion corporal (efecto estatico) muestran mayores concentraciones
séricas de IGF-I (Guerra-Garcia et al., 2009).

En el presente estudio, se hicieron ajustes en el aporte de alimento en dos
ocasiones con el objetivo de evitar disminucion en el peso de los animales; la
primera a los diez dias con un incremento de 200 gramos y la segunda el dia
32 con 100 gramos de aumento. Es factible que estos cambios en la ingesta
provocaran el incremento en las concentraciones plasmaticas de IGF-I
observado en los animales experimentales. Por otro lado, varios estudios han
reportado un incremento en las concentraciones circulantes de IGF-l en
caprinos y bovinos expuestos a dias largos (Dahl et al., 1997, 2000, Kendall
et al., 2003, Mabjeesh et al., 2007, Spicer et al., 2007). Este efecto estacional
también pudo haber influido en el incremento de las concentraciones
circulantes de la hormona que se observaron a través del periodo
experimental.

La administracion de insulina aument6 el numero total de foliculos antrales 2
2 mm (Cuadro 4), resultado similar a Sarath et al. (2008), quien reporta un
aumento en el numero total de foliculos antrales en cabras aciclicas con
administracion de insulina. De igual forma, Matamoros et al. (1991)
observaron que la aplicacidon de insulina en cerdas aumentd el numero de
foliculos pequefos (£ 3 mm) y Sevaraju et al. (2003) detecté un mayor
numero de foliculos grandes anovulatorios en cabras superovuladas con un
tratamiento previo de insulina. A diferencia de los autores anteriores,
Simpson et al. (1994) no observo cambios en el total de foliculos antrales,
después de aplicar 0.25 Ul/Kg/dia de insulina de larga accién durante 5 dias
en vacas sometidas a un protocolo de superovulacion con FSH. Asi mismo,
Whitley et al. (1998) y Suguna et al. (2009) no encontraron efecto sobre el
numero de foliculos antrales en cerdas destetadas que recibieron 0.4 Ul/kg
de insulina por 3 0 5 dias, o en cabras gestantes que recibieron 0.2 Ul/kg de
insulina por 3 dias, respectivamente.

En otro estudio, las concentraciones de insulina aumentaron en vaquillas con

alta ingesta dietética que se asocidé con un incremento en el numero de



foliculos pequefios (< 4 mm) durante los primeros 3 dias del ciclo estral
(Gutiérrez et al., 1997b). Es posible que en el presente estudio, el mayor
numero de foliculos encontrados en los grupos tratados con insulina haya
sido ocasionado por un cambio en la dinamica folicular con un aumento de
foliculos reclutados y una reduccion de la atresia folicular como ha sido
observado en cerdas (Cox et al., 1987; Matamoros et al., 1991). En apoyo a
lo anterior, esta el hecho de que el efecto de los tratamientos con insulina no
fue diferenciado por etapa dentro del periodo experimental (interaccion
tratamiento x periodo no significativa).

En el presente trabajo, parte fundamental del disefio experimental fue la de
evaluar repetidamente el desarrollo folicular durante el periodo de
administracion de insulina (5 periodos de evaluacion), en momentos
coincidentes con la parte final de oleadas ovulatorias (evaluacion durante el
estro). La implicacion de lo anterior, es que de esa manera se puede estimar
el efecto diferencial de exponer a un tono aumentado de insulina a foliculos
ovaricos a partir de diferentes estadios de desarrollo. Ademas, también se
puede valorar que tanto se influye sobre eventos determinantes para
establecer el numero de foliculos que ovularan (nimero de foliculos antrales
en la oleada ovulatoria, grado de desarrollo del foliculo mayor). De acuerdo a
la hipotesis experimental planteada, tendria que ser mas evidente el efecto
de los tratamientos de insulina sobre el desarrollo folicular en los ultimos
periodos de evaluacion. Estos periodos, corresponderian a oleadas
ovulatorias en las que los foliculos antrales participantes habrian estado
expuestos al tono elevado de insulina desde que estaban como foliculos
preantrales o antrales tempranos, estadio de desarrollo en que la insulina
parece jugar un papel esencial (Fortune, 2003). Sin embargo, la Unica
variable de respuesta asociada con el desarrollo folicular que fue
consistentemente influenciada por la administraciéon de insulina (numero total
de foliculos antrales 22 mm), lo fue de la misma manera a través de todo el
periodo de tratamiento (aumento en el nimero de foliculos independiente del

periodo de evaluacion). Lo anterior, sugiere que el efecto de insulina fue



ejercido fundamentalmente sobre foliculos en estadios tardios de desarrollo;
efecto observado desde la primera oleada ovulatoria después de 10 dias de
exposicion al tono elevado de insulina.

Los diametros de los foliculos mayores en este estudio fueron similares a los
reportados por otros autores, 5.4 + .5 en cabras anglo-nubias (Filho et al.,
2007)y 5.9+ 0.7y 6.6 £ 0.9 mm en cabras serranas (Simoes et al., 2006). El
tratamiento de insulina no tuvo efecto sobre el diametro promedio del foliculo
mayor, resultado que concuerda con Scherzer et al., (2009) quien administré
5 Ul / kg de insulina a borregas durante la fase folicular tardia. Por el
contrario Suguna et al. (2009) reporté un aumento del diametro del foliculo
mayor en animales tratados con insulina, tal vez debido a los efectos
positivos de la insulina sobre la proliferacion de las células de la granulosa.
De igual modo, Simpson et al. (1994) observaron un aumento del didmetro
del foliculo mayor en vacas ciclicas, causado por el aumento del fluido
folicular ocasionado por la administracion de insulina. En este estudio, se
observd un aumento en todos los grupos de tratamiento en el promedio del
didmetro de los foliculos mayores en el periodo 4 de muestreo que
corresponde al dia 45 del estudio (Figura 2), en dicho periodo no se
registraron cambios en la metodologia de la evaluacion ultrasonografica.
Quince dias previos a este periodo, se detectdé un aumento del peso corporal
en los animales de los 3 grupos experimentales, asi mismo, las
concentraciones circulantes de insulina e IGF-1 fueron mayores en el dia 40
para los 3 grupos en relacién al dia 20. Estrada (2007), encontré un aumento
del diametro del foliculo mayor en cabras con un indice de masa corporal
alto, indicativo de altas reservas corporales. Asi mismo, glucosa, insulina,
leptina e IGF-I son encontrados en mayor concentracién en los animales con
altas reservas corporales de energia (Marie et al., 2001).

Como ya se mencion6 antes, la insulina y el IGF-1 estimulan la proliferacién
celular y la esteroidogénesis en los foliculos. La insulina esta presente en la
circulacién asi como en el liquido folicular y es capaz de influir en la

mitogenesis y la esteroidogenesis folicular (Spicer et al., 2002). En la cerda y



en la mujer, el IGF-1 estimula la proliferacion de las células de la granulosa,
sinergiza con FSH en la diferenciacion de éstas y estimula la actividad
aromatasa. En la borrega, estimula la proliferacion de las células de la
granulosa en foliculos pequefios y en la vaca estimula la proliferacién y
esteroidogénesis de las células de la granulosa y de la teca (Giudice et al.,
1992, Poretsky et al., 1999). Las concentraciones de IGF-1 en fluido folicular
en foliculos grandes de bovino estan altamente correlacionadas con las
concentraciones circulantes de IGF-1 (Diskin et al., 2003), por lo que
probablemente el efecto mitogénico y esteroidogénico de la insulina e IGF-1,
explique el aumento en el diametro del los foliculos mayores a los 45 dias de

este estudio.

Aunque el numero total de foliculos =2 2 mm se incrementd por la
administracion de insulina, esto no se reflejé6 de manera contundente en un
aumento de la tasa de ovulacion. El numero de ovulaciones por estro vario a
través del periodo experimental (1.59, 1.63, 1.84, 1.88, 1.75, 1.69; P<0.07).
Asi mismo el rango de ovulaciones minimo y maximo por tratamiento durante
el periodo de evaluacion fue T= 14y 1.8, DB= 16y 1.9, DA =15y 2.1.
Aunque la administracion de insulina no afecté significativamente la tasa de
ovulacion, si se observd un pequefio cambio en el valor mayor del rango de
tasa ovulatoria, siendo superior para los grupos tratados con la hormona lo
que sugiere que la administracion prolongada de insulina pudo afectar en
algun grado a esta variable.

Downing y Scaramuzzi (1997) aplicaron 0.4 Ul/kg por 3 dias en fase lutea en
borregas y la tasa de ovulacién no fue afectada; 1.9 +.07 para el grupo
tratado y 2.0+.10 para el control. Estos autores proponen que la hipoglicemia
inducida por insulina inhibe la secrecidon de LH, lo que puede interferir con la
maduracién final de foliculos ovulatorios e influenciar el proceso ovulatorio.
Asi mismo, Kirkwood et al. (1991) administraron 1.0 Ul/ Kg de insulina a
borregas durante 3 dias consecutivos, pero no afecto la tasa de gestacion ni

el tamano de la camada.



Por otro lado, Harrison y Randel (1986) reportaron que la infusion de 40
unidades de insulina durante 10 dias aumentd la tasa de ovulacion en
vaquillas energéticamente deprimidas. Se ha observado que la tasa de
ovulacion tiene un mayor aumento cuando los animales que son sometidos a
flushing tienen una condicion corporal baja (Downing y Scaramuzzi., 1991),
mientras que los animales con buena condicion corporal no responden a la
sobrealimentacion (Scaramuzzi y Radfort., 1983). Borregas bien alimentadas
que recibieron 1 Ul/kg de insulina de larga accién por 5 dias no mejoraron su
eficiencia reproductiva (tasa de gestacion) (Whitley et al., 2000). El promedio
de la condicion corporal para las cabras de este trabajo fue 2.94 £ 0.3, 3.17
0.3, 2.98 + 0.3 para T, DB y DA respectivamente, esto permite proponer que
debido a esto, la administracion prolongada de insulina no afecto la tasa de
ovulacion. Por otro lado se ha observado que la capacidad ovulatoria en
cabras criollas no es alta. Martinez et al. (2005) reportan una prolificidad en
cabras criollas de 1.4 y Mellado (1997) de 1.3 a 2.0. Por lo tanto es posible
que la falta de efecto significativo del tratamiento con insulina sobre la tasa
ovulatoria, estuviera relacionada con el limitado potencial ovulatorio de las
cabras utilizadas y que éste ya se estuviera expresando al maximo
independientemente de la administracién de insulina.

Evidencias provenientes de varias especies destacan la importancia de la
glucosa y la insulina como mediadores de los efectos nutricionales sobre la
reproduccion. Murahashi et al. (1996), identificaron a un sensor central en el
tallo cerebral abajo del area postrema, el cual podria ser un importante
glucosensor en la modulacion de la secrecion de LH. Asi mismo, en la cabra
la disponibilidad de glucosa regula la actividad del generador de pulsos
GnRH a nivel del hipotalamo (Ohkura et al., 2004). Por otro lado, la
hipoglicemia inducida por insulina esta asociada con una reduccion aguda en
la pulsatilidad de GnRH, lo cual inhibe la secrecion de LH pero no de FSH en
borregas (Downing y Scaramuzzi, 1997). En el estudio anterior, la reduccién
en la frecuencia de secrecion pulsatil de GhnRH y LH provoco un retraso en el

desarrollo de los foliculos preovulatorios y en el incremento preovulatorio de



estradiol e inhibina por cerca de 8 horas. Adicionalmente, Scherzer et al.
(2009) reportaron que la administracion de 5 Ul/kg insulina a borregas
durante la fase folicular tardia, disminuyé las concentraciones de estradiol
por 8-12 hrs y retraso la oleada preovulatoria de LH por 15 hrs, ademas de
incrementar las concentraciones de cortisol por 10 h. Por el contrario,
Deichsel et al. (2005) reportaron que la hipoglicemia de corto plazo inducida
por inyecciones intravenosas de 0.1 o 0.2 Ul/kg de insulina en yeguas, no
afectd el funcionamiento del eje hipotalamo-pituitaria-ovarios y ademas las
concentraciones de IGF-l y LH permanecieron estables.

Cabe resaltar que a diferencia del presente trabajo, en los estudios en que
observaron una inhibicion de la secrecion de GnRH y LH al administrar
insulina exdgena las dosis de la hormona fueron mayores y/o se indujeron
también signos clinicos de hipoglicemia. Por otra parte, también es
importante hacer notar que no se observaron efectos adversos en los
tiempos de presentacion de los estros sincronizados ni en el tamafno de los
foliculos mayores a ninguna de las dosis de insulina evaluadas. Por lo
anterior, es probable que la ausencia de efecto significativo de los
tratamientos de insulina sobre tasa ovulatoria no haya sido debida a una
alteracion en la secrecion de GnRH y LH. Independientemente, Downing et
al. (1999) observaron que la infusion de insulina y glucosa por separado no
tuvo influencia en el desarrollo folicular en borregas, mientras que la infusién
de insulina y glucosa juntas alteraron la esteroidogénesis en ovarios
autotransplantados. En este sentido, Matamoros et al. (1990) proporcionaron
una dieta elevada en energia en cerdas durante la administracién de insulina
para prevenir la hipoglicemia inducida por la hormona, observandose efectos
positivos sobre la funcién ovarica y baja incidencia de hipoglicemia.

A pesar de que no se determinaron las concentraciones circulantes de LH, la
ausencia de efectos detrimentales sobre la actividad ovulatoria en los grupos
tratados con insulina parece indicar que no hubo una influencia importante
sobre la secrecion de esta hormona. Sin embargo, también es evidente que

los tratamientos de insulina indujeron estados hipoglicémicos temporales que



pudieran haber alterado la disponibilidad de glucosa en las células de los
foliculos ovaricos. Queda pendiente determinar si el control de esa condicién
hipoglicémica pudiera alterar la respuesta a insulina a nivel del desarrollo

folicular y su repercusion sobre la tasa ovulatoria.

VIIl. CONCLUSIONES.

En base a los resultados se puede concluir que la hormona insulina tiene la
capacidad de regular el desarrollo folicular en cabras criollas. Asi mismo, la
insulina afecta los estadios avanzados del desarrollo folicular y no las etapas
tempranas de desarrollo folicular.

Por otra parte, independientemente del estadio de desarrollo folicular al que
los foliculos son expuestos a la insulina, aparentemente ésta no incrementa

el numero de ovulaciones.
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