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[l RESUMEN

En las conejas lactantes es necesario aplicar tratamientos de estimulacion del celo para obtener
resultados satisfactorios de fertilidad. En este trabajo hemos querido determinar el efecto de diferentes
técnicas de sincronizacion de celo sobre algunas caracteristicas morfolégicas ovaricas. Un total de
20 conejas multiparas lactantes se distribuyeron al azar en tres grupos: BIO (cierre del nido en dia
9, lactacion controlada el dia 10 y 11; n=10), PMSG (20 Ul de PMSG el dia 9 post-parto;n=5) y
CONTROL (ningun tratamiento:n=>5). Los ovarios de todas las conejas se extirparon el dia 11 post-
parto. En ellos se valoraron sus caracteristicas morfométricas (peso, anchura y longitud) y se realizaron
estudios histoldgicos y de inmunohistoquimica con el objeto de detectar la presencia del receptor
de la Hormona del Crecimiento (GHR). Los tratamientos de sincronizacion no afectaron a las
caracteristicas morfologicas del ovario, pero se observé que las conejas tratadas con PMSG presentaron
una proporcion ligeramente inferior de foliculos primarios al del grupo BIO y similar al del grupo
CONTROL (25,7%, 58,9% y 42,3%, respectivamente; P=0,1). La presencia de GHR en el tejido
ovarico fue mas evidente en las conejas tratadas con PMSG y en las separadas de su camada,
mostrandose mas marcada la intensidad del marcaje en los foliculos primordiales y en los propios
oocitos, demostrando la presencia y el papel estimulador de esta hormona en el desarrollo folicular
descrito también en otras especies. Estos estudios muestran algunas caracteristicas ovaricas de
conejas lactantes sincronizadas y abren nuevas vias para el estudio de los mecanismos intra-ovaricos
que pueden estar incidiendo sobre el desarrollo folicular de conejas en post-parto.

[l ABsTRACT
The use of sinchronization methods is necessary when artificial insemination (A.l.) is applied in
lactating rabbit does in order to obtain high fertility results. The present study was undertaken to
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investigate the effect of PMSG treatment and the doe-litter separation method to sinchronizate oestrus
in rabbit does in some ovarian morphological parameters. A total of 20 lactating multiparous does
were distributed in three experimental groups: BIO (closing of nest box on day 9, controlled nursing
on day 10 and 11, n=10), PMSG (20 Ul administered on day 9 post-partum; n=5) and CONTROL
(without treatment; n=5). Ovaries were obtained on day 11 post-partum in order to check the
morphometric status (weight, width and height), and to make histological and immunohistochemical
studies to show the presence of Growth Hormone Receptor (GHR). As a results, synchronization
methods not shown any signivicative difference in relation to CONTROL group. However, a light
decrease in the number of primary follicles were evidenced in PMSG group with respect to Bio group
and similar to control group (25,7%, 58,9% y 42,3%, respectively; P=0,1). GHR immunostaining—presence
was more evident in BIO and PMSG groups, including primordial follicles and oocyte itself. Thus, it
would be possible some directs effects of GH on follicular development described in other species.
The present studies show some ovarian parameters from lactating synchronized rabbit does and open
new ways to study some intra-ovarian mechanism of follicular development in the post-partum period
of rabbit does.

Key words: rabbit doe, follicles, ovary, synchronization.

I inTrRODUCCION

Para conseguir buenos resultados de fertilidad aplicando ritmos de cubricién semi-intensivos es
necesaria la estimulacion ovarica de las conejas, ya que la lactacidon reduce en gran medida la
receptividad sexual (Ubilla y Rebollar, 1995). Bonanno et al., 1990, demostraron que dosis crecientes
de PMSG (0, 10, 15, 20 Ul) en una inyeccioén intramuscular provocan crecimientos foliculares ovaricos
proporcionales a la dosis que se inyecta (7,8, 9,8, 12,8 y 11,1 foliculos antrales) y otros autores
(Maertens et al., 1998 y Rebollar et al., 2005) han demostrado que aumenta la fertilidad en las conejas
multiparas lactantes inseminadas en sus primeras lactaciones. Por otro lado, las separaciones
transitorias de camada antes de la inseminacién provocan una disminucién de prolactina (PRL),
mejorando la actividad esteroidogénica ovarica (Ubilla et al., 2000). El incremento en los niveles de
estradiol observado en conejas sincronizadas (Rebollar et al., 2005) se podria asociar a un mayor
desarrollo folicular, pero éste no ha sido cuantificado. En cerdas, se ha descrito la presencia de foliculos
de pequefio y medio tamario en todos los dias del ciclo estral, sin embargo los de gran tamafo sélo
aparecen en dias proximos al estro (Kelly et al., 1988).

Asi como la PRL deprime la actividad ovarica afectando a la receptividad sexual, a la hormona del
crecimiento (GH), que también es una hormona adenohipofisaria, se le atribuyen en otras especies
favorecedores efectos en la evolucion y desarrollo de los foliculos ovaricos, asi como sobre la maduracion
de los oocitos que se encuentran en su interior (Fortune et al., 2003). En ratones se ha demostrado
que la alteracion del gen codificador del receptor y de la proteina transportadora de GH provoca,
entre otros déficits, un menor nimero de foliculos preovulatorios y una menor tasa de ovulacion
(Zackek et al., 2002), tanto si ésta es inducida como si es espontanea (Bachelot et al., 2002). La
distribucion de estos receptores en las diferentes capas y estadios de desarrollo folicular se ha estudiado
en ovarios de vaca y oveja (Eckery et al., 1997; Kdlle et al., 1998), pero en la coneja no se han
descrito.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la distribucion de las poblaciones foliculares y la inmunolocalizacion
de receptores a la GH en el tejido ovarico de conejas lactantes sincronizadas con PMSG o mediante
separacion transitoria de la camada, para intentar explicar las mejoras de receptividad y fertilidad
debidas a la aplicacion de tratamientos.
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. MATERIALY METODOS
Se emplearon 20 conejas de raza blanca de Nueva Zelanda x California, multiparas lactantes, con
un tamafo ajustado de 8 gazapos por camada, con menos de 5 partos, con un peso medio de 4,180
+ 0,393 kg, alojadas en una explotaciéon comercial colaboradora de la Universidad de Palermo (Italia).
Para la sincronizacién del estro las conejas se distribuyeron en 3 grupos: grupo BIO, con cierre del nido
el dia 9 post-parto y posterior lactacién controlada el dia 10 y 11 post-parto (n=10), grupo PMSG
tratadas con 20 Ul de esta gonadotropina (Foligén, Lab. Intervet) 48 horas antes del sacrificio (n=5)
y un grupo control que no recibié ningln tratamiento (n=5). Los animales se alojaron individualmente
con ambiente controlado (18-22° C, 45% humedad relativa) y un fotoperiodo de 16 h luz-8 h oscuridad.
El agua y la comida (16.2% proteina, 2.5% grasa y 13.5% fibra cruda) fueron administradas ad libitum.
Tras los tratamientos correspondientes, el dia 11 post-parto, las conejas fueron sometidas a una
laparotomia mid-ventral, previa anestesia con 30 mg/kg de pentobarbital sédico (i.v.), para extraer
sus ovarios. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a un protocolo
previamente aprobado por el Comité de Experimentacion Animal y siguiendo, en este sentido, las
recomendaciones de la CE (directriz 86/609 de 1986).

Estudios morfométricos

El protocolo de fijacion y deshidratacion de los ovarios fue
el siguiente: una vez anotadas sus caracteristicas
morfolégicas de peso, longitud y anchura y calculado el
volumen de cada ovario, se introdujeron en una solucion
de paraformaldehido al 4% hasta que fueron procesados
en el laboratorio de histologia de la UCM. Posteriormente,
los tejidos se lavaron con PBS 0,05 M durante 12 h, y se
deshidrataron con una serie de pases por diferentes
diluciones de etanol. Después se mantuvieron en una
soluciéon de etanol al 70% hasta su posterior andlisis. Las
muestras se tallaron, se incluyeron en parafina y se cortaron
exactamente por la linea media longitudinal del hilio del
6rgano. Para hacer el recuento de los foliculos, con un
microtomo, se realizaron al menos 3 secciones de 4u de
grosor, que posteriormente se tifieron con hematoxilina-
eosina y se montaron en un portaobjetos. Las muestras
de cada ovario asi fijadas y teflidas se observaron al
microscopio optico en el departamento de Produccion
Animal de la UPM.

Los foliculos en los que el nucleo del oocito era visible en
el corte se clasificaron como primarios (un oocito rodeado
de una capa de células cubicas de granulosa), secundarios
(un oocito rodeado de dos o mas capas de células) y
antrales (con antro folicular), tal y como muestran las
iméagenes.

Se realizé un analisis de varianza utilizando el paquete
estadistico SAS (SAS, 1990-2001) para estudiar el efecto
del tratamiento de sincronizacion sobre el nimero de
foliculos de las distintas categorias presentes en los ovarios
y sobre el volumen de los mismos.

Primarios

Secundarios

Antrl
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Técnicas inmunohistoquimicas

Estas técnicas se emplearon para localizar los receptores de hormona de crecimiento sobre el tejido
ovarico en el departamento de Fisiologia animal de la UCM en colaboracién con el departamento de
Sanidad y Anatomia Animales de la UAB. El estudio se realizé en secciones de tejido fijados en parafina
mediante la técnica inmunoperoxidasa, con anticuerpos especificos de los laboratorios Novocastra
Ltd. El protocolo a utilizar es el mismo descrito en trabajos anteriores (Lorenzo et al., 2001).
Brevemente, las preparaciones se incubaron durante 30 minutos con peréxido de hidrégeno al 1%
para suprimir la actividad peroxidasa endégena. Después, se incubd con el suero de neutralizacion
durante 90 minutos para suprimir la unién inespecifica de inmunoglobulinas. Se afadié el primer
anticuerpo y se incubd durante la noche en un recipiente humidificado, se lavaron las secciones y se
afadio el segundo anticuerpo biotinilado; posteriormente, se incubé durante 1 h, se lavaron las
secciones y se afiadi6 el conjugado ABC (conjugado avidina-biotina-peroxidasa). Por Gltimo, se deposité
el sustrato (3,3” diaminobencidina tetrahidroclorhidrato), se realizé una tincién de contraste con
hematoxilina y se examiné al microscopio.

. RESULTADOS Y DISCUSION

Las dimensiones de los ovarios fueron similares a las descritas por Goséalvez (1985), para conejas
multiparas en el dia 11 post-parto, presentando un peso medio similar entre grupos (0,45+0,15y 0,41+
0,16 g para el ovario derecho e izquierdo, respectivamente). No se han observado diferencias significativas
en el volumen de los ovarios extirpados entre los diferentes grupos de conejas (Tabla 1).

Tabla 1. Volumen de los ovarios de conejas sometidas a una separacion de la camada de 24 horas
(BI1O), tratadas con PMSG 48 horas antes (PMSG) y sin ningun tratamiento (CONTROL).

Tratamiento Volumen (cm?® s.e.m.)
Ovario derecho — Ovario izquierdo

CONTROL 052+0,06 0,51+0,05

| BIO 0,530,04 0,47+0,04

| PMSG 0,49+0,06 0,49+0,05

Todos los animales presentaban ovarios sanos y dos de ellos (uno del grupo control y otro del grupo
BIO) habian ovulado espontaneamente, presentando cuerpos ltteos de reciente formacion. La ovulacion
espontanea no es rara en la coneja y ha sido descrita por otros autores en conejas primiparas (Theau-
Clément et al., 2000), pudiéndose presentar de forma aislada durante todo el post-parto, sin que
hasta el momento se haya podido determinar la causa que puede desencadenarla.
En el presente estudio, se han cuantificado un total de 702 foliculos ovéricos en los cortes sagitales
fijados y tefidos. Del total de foliculos contados, 175, 352 y 175 pertenecieron al grupo CONTROL,
BIO y PMSG, respectivamente. El recuento de foliculos realizado en la region cortical de los ovarios
estudiados, coincide con resultados descritos por Gosalvez (1985), en ovarios de conejas en post-
parto. La observacién de los cortes sagitales de los ovarios reveld la presencia de foliculos en diferentes
estadios de crecimiento y atresia, similares a los que se observan en otras especies politocas, como
la cerda (Knox, 2005).

En la Figura 1 se muestran las medias de foliculos primarios, secundarios y antrales de los tres grupos
de conejas. El nUmero medio de foliculos secundarios y antrales fue similar en los tres grupos de
conejas. Aunque el tratamiento no afecté de manera estadisticamente significativa al nimero de
foliculos primarios existentes, las conejas tratadas con PMSG presentaron una proporcion ligeramente
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inferior al del grupo BIO y similar al del grupo CONTROL (25,7%, 58,9% y 42,3%, respectivamente;
P=0,1). Estos resultados concuerdan con estudios realizados en cerdas prepuberes (Guthrie et al.,
1990), en los que se ha demostrado que la PMSG reduce el niumero de foliculos pequefios (1-3 mm),
incrementa la tasa de atresia de éstos y la de los foliculos de tamafio medio (3-6 mm), y aumenta
el nimero de foliculos grandes (=6 mm). Aunque al aumentar las dosis de PMSG se observa un mayor
numero de foliculos que escapan de la reserva de primordiales y crecen, esta gonadotropina por si
sola no es capaz de conseguir que cerdas hipofisectomizadas presenten foliculos de gran tamario,
con lo que se necesitan otros factores hipotalamicos o intraovaricos que gobiernen este desarrollo
folicular (Kraeling et al., 1974).

Figura 1. Recuento del niumero de foliculos primarios, secundarios y antrales de conejas controles,
conejas sometidas a una separacion de 24 horas de la camada (BIO) y conejas tratadas con 20 Ul
de PMSG 48 horas antes.

Ndamero de foliculos

Primarios Secundarios Antrales

\U_CONTROL! BIO= PMSG

En este sentido, podriamos decir que la accion estimulante de la PMSG en los ovarios analizados,
habria permitido rescatar y favorecer el crecimiento de cierto nimero de foliculos de la reserva de
foliculos primordiales, mientras que en las conejas controles y BIO no se observa este reclutamiento
folicular.

Finalmente, se ha observado en los tratamientos de sincronizacion BIO y PMSG, una elevada sefial
positiva en la inmunolocalizacion para el receptor de la GH. Las distintas microfotografias muestran
algunos de los patrones inmunohistoquimicos obtenidos (de izquierda a derecha, grupo BIO, Grupo
Control, Grupo PMSG y control de la técnica) en los que, en color rojo, se evidencia la localizacion
del receptor para GH.

Esta hormona esta relacionada con la proliferacidon de las células foliculares, y en definitiva con la
foliculogénesis (Roy et al., 1999). Segun el ciclo estral progresa, el crecimiento de uno o varios
foliculos dominantes se asocia a la disminucion de aquellos méas pequefios o medianos. En este
sentido, el crecimiento y la dindmica folicular dependen de las gonadotropinas hipofisarias, pero el
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final del desarrollo folicular también es dependiente de las concentraciones de GH (Eckery et al.,
1997). Mas aun, la presencia de GH parece estimular el nimero de foliculos en crecimiento en el caso
de los bovinos (Gong et al., 1993), incluso inhibiendo el desarrollo de los foliculos preovulatorios
(Andrade et al., 1996). Como se puede observar en las imagenes, la presencia de GHR fue mas
evidente en los foliculos primordiales que en los foliculos antrales cuyos oocitos mostraron también
la presencia de GHR. Eckery et al., (1997), demostraron que el mRNA para el receptor de GH es mas
abundante en el oocito y células de la granulosa de los foliculos preantrales y antrales pequefios de
la oveja. En el caso de la vaca (Kolle et al., 1998) los receptores aparecen en los oocitos de foliculos
primordiales y primarios, mientras que en los antrales aparecen en las células del cumulus oophorus.
Todo ello indica que en la coneja, esta hormona también esta implicada en cierta manera con el
desarrollo folicular ovarico, pero queda por dilucidar exactamente su papel en la formacion de foliculos
antrales que contengan y formen un oocito competente, con capacidad para madurar, ser ovulado y
fecundado con normalidad. La realizacion de este trabajo confirma el efecto positivo de la PMSG sobre
el crecimiento folicular ovarico y demuestra la existencia de receptores a GH en el tejido ovarico de
conejas, abriendo nuevas vias de estudio a nivel folicular.
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