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Evaluacion del Receptor de Insulina en bovinos con persistencia folicular ovarica.
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La produccién lactea ha aumentado en los tltimos afios en detrimento de la eficiencia reproductiva en
el ganado bovino, causando grandes pérdidas econémicas. Una importante causa de sub-fertilidad en
vacas de alta produccion es la enfermedad quistica ovarica (COD). Esta enfermedad se caracteriza por
el desarrollo de un foliculo con didmetro superior al ovulatorio en ausencia de tejido luteal que persiste
en el tiempo interrumpiendo el ciclo normal reproductivo'. La patogenia de esta enfermedad es
compleja e involucra un trastorno plurifuncional del proceso de la ovulacion. Entre los factores que
intervienen, se ha demostrado que las concentraciones subluteales de progesterona inducen un
aumento en la frecuencia de pulsos de LH, inhibiendo el pico preovulatorio de la misma y en
consecuencia, la ovulacidn, provocando el crecimiento y persistencia de foliculos dominantes. Por otro
lado, existen evidencias que sugieren la existencia de componentes intraovdricos en estadios
tempranos de la persistencia folicular que podrian causar el desarrollo de quistes ovaricos”. Aunque no
se encuentra completamente definido el mecanismo por el cual se presenta la enfermedad, diversos
factores metabdlicos como la insulina se han propuesto como mediadores determinantes de las
alteraciones descriptas.

La insulina es un componente fundamental para promover la maduracion folicular. Para mediar sus
respuestas especificas debe unirse a su receptor en la membrana plasmética que desencadena una
cascada de sefializacion intracelular. En foliculos ovéricos de bovinos, se detectd la expresiéon del
receptor de insulina (IR) en células de la granulosa y células de la teca. Diversos estudios sugieren que
alteraciones en la cascada de sefializacion de la insulina, participarian en disfunciones ovaricas. En
trabajos previos en nuestro laboratorio hemos detectado cambios en la expresion del IR en vacas con
COD”’. Es por ello que nos propusimos como hipétesis de trabajo que una alteracién en los niveles de
IR en estadios iniciales de la persistencia folicular afectaria la funcionalidad ovéarica y en
consecuencia, favoreceria el desarrollo de la COD. Por lo tanto, nos proponemos como objetivo
determinar la expresion del IR en foliculos ovaricos bovinos para conocer el momento critico de la
alteraciéon de su expresion utilizando un modelo de persistencia folicular bovina que nos permite
evaluar las primeras etapas de la formacién de quistes.

Para ello se utilizaron vacas de la raza Holando Argentino examinadas por tacto rectal y
ultrasonografia antes del comienzo de la experiencia para comprobar la ausencia de alteraciones en su
tracto reproductor; y la normalidad y regularidad de sus ciclos estrales. Los animales fueron sometidos
a la sincronizacién de sus ciclos estrales mediante el protocolo adaptado G6G-Ovsynch®. Los animales
del grupo control (C, n=5) sélo recibieron el tratamiento G6G-Ovsynch. Los grupos experimentales
con 0 (PO, n=5), 5 (P5, n=5), 10 (P10; n=5) y 15 dias de persistencia (P15; n=5) ademds se trataron
con dispositivos intravaginales de liberacion lenta de progesterona (P4) hasta los 0, 5, 10 y 15 dias de
persistencia folicular respectivamente. La actividad ovdrica fue verificada por ecografia (Transductor
lineal transrectal 5 MHz, Honda HS101V, Jap6n) para evaluar la respuesta a los tratamientos. Los
animales fueron sometidos a ovariectomia bilateral en el dia esperado para la ovulacién (PO) y a los 5
(P5), 10 (P10) y 15 (P15) dias de persistencia folicular, y en el proestro de los animales del grupo
control (C). Sobre las muestras de ovario se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica indirecta para la
determinacién de la expresién de IR siguiendo el protocolo descripto previamente por Hein y col.”. La
cuantificacion del IR se realiz6 mediante andlisis digital de imdgenes (% de area marcada) con el
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programa informatico IMAGE PRO PLUS. Se evaluaron las células de la granulosa y de la teca de
foliculos en crecimiento y en los diferentes estadios de persistencia folicular. Los datos obtenidos
fueron evaluados mediante el programa estadistico SPSS 11.0.1 para Windows. Se realiz6 un andlisis
de la varianza de los datos obtenidos de la inmunomarcacién de los distintos tipos foliculares
aplicando pruebas paramétricas para varios grupos (ANOVA), y como andlisis posterior se aplicé el
post-test de Duncan.

Los resultados mostraron expresion del IR en células de la granulosa y en células de la teca en todas
las categorias foliculares analizadas. Se observ6 una mayor expresion del receptor en células de la
granulosa de foliculos terciarios respecto a foliculos secundarios, tanto en el grupo control como en el
grupo de persistencia de 5 dias (p<0,05). Por otro lado, se observé una mayor expresiéon de IR en
foliculos terciarios del grupo P5 con respecto al foliculo persistente del mismo grupo (p<0,05).
Ademds, la expresion del IR fue similar en las células de la teca en todas las categorias foliculares
analizadas.

Si bien atin resta evaluar otros componentes que intervienen en la respuesta a insulina, con estos datos
podemos concluir que el IR se expresa a lo largo de la foliculogénesis y permanece disponible para
captar insulina y participar en el desarrollo folicular. Durante la persistencia el IR se mantiene
constante, por lo que indicaria que el receptor se expresa para captar la insulina disponible en el
foliculo que no seria suficiente para lograr la maduracién folicular o permitir la ovulacién, lo que
llevaria a la persistencia folicular y posterior desarrollo de la COD.
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Figural: Porcentaje del drea inmumomarcada del IR en células de la granulosa (A) y de la teca (B) de foliculos en desarrollo (FP: Primarios,
FS: Secundarios, FT: Terciarios) del grupo control y los grupos de 0, 5, 10 y 15 dias de persistencia folicular. Las barras representan el
porcentaje de dreas inmunomarcada como la media + SD. Las diferentes letras indican diferencias significativas (p<0,05).
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