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RESUMEN

La actividad gonadal esta bajo el control del hipotdlamo, que secreta la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), decapéptido que estimula la liberacion de LH
(hormona luteinizante) y FSH (hormona foliculoestimulante) por parte de la
adenohipofisis. Estas gonadotropinas actian sobre las gonadas masculina y femenina.
Los niveles de GnRH, LH y FSH estan regulados por mecanismos de retroalimentacion
de los estrogenos y andrdgenos, liberados por las gonadas que actian en el hipotdlamo e
hipdfisis. EI control de la fertilidad, tiene gran importancia en el manejo de los animales
domésticos, asi como en aquellos casos en los que se quiere inhibir la ovulacion o el
desarrollo reproductivo. Para ello se han usado tratamientos quirargicos que resultan
poco econdmicos si se quieren regular grandes poblaciones de animales y distintos
procedimientos hormonales que, aunque eficaces, tienen muchos efectos secundarios.
En estos ultimos afios, los estudios focalizados en la inhibicion de la funcion de la
GnRH por su capacidad para dirigir el eje hipotalamo-hipéfisis-génada (HHG) han sido
fundamentales para controlar la fertilidad de los mamiferos, siendo la
inmunoesterilizacion, una de las alternativas mas eficaces. Asi como en medicina
humana para el tratamiento de aquellas enfermedades que necesitan la inhibicion de la
funcién del aparato reproductor (cancer de mama, cancer de prostata...).

El objetivo general de esta Tesis Doctoral, es la utilizacion del conejo (Oryctolagus
cuniculus) para estudiar los efectos de la administracion de una vacuna anti-GnRH
sobre: 1) la respuesta humoral, 2) el eje HHG y 3) el desarrollo gonadal, tanto
masculino como femenino, con la finalidad de poder emplearlo como modelo animal

para el estudio de disfunciones reproductivas en otras especies, incluida la humana.

Para alcanzar este objetivo se utilizaron 48 conejos hibridos de las razas Blanco de
Nueva Zelanda x California, 24 machos y 24 hembras, ambos en edad prepuberal (11
semanas). Se hicieron 4 grupos de 6 animales del mismo sexo cada uno que recibieron
dosis de 0, 25, 50 y 100 pg/ml de un inmundgeno anti-GnRH (Improvac®, Lab. Pfizer
Espafia) a las 11 y 15 semanas de edad denominados GMC, GMV25, GMV50 y
GMV100 en el caso de los machos, y GHC, GHV25, GHV50 y GHV100 en el de las
hembras, respectivamente. EI inmundgeno se administré por via subcutanea en dos

dosis. Para determinar la respuesta inmune de los animales y la respuesta endocrina del
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eje HHG se tomaron muestras de sangre los dias de la administracion del inmundgeno y
después, semanalmente, desde la semana 16 a la 25 de edad del animal. En este
momento, todos los animales recibieron 20ug/mL de gonadorelina, un analogo de
GnRH (Inducel-GnRH, Lab. Ovejero, Espafia), via IM, a modo de estimulacién
hipofisaria, y se tomaron muestras sanguineas a los 0, 60, 120 y 180 minutos post-
estimulacion. En las muestras sanguineas se estudio: 1) la respuesta inmune humoral
determinando el titulo de anticuerpos anti-GnRH generado en los animales y 2) la
respuesta endocrina estudiando las secreciones hipofisaria (LH) y gonadal (testosterona
en los machos; estradiol y progesterona en las hembras) antes y después de las
estimulacion con gonadorelina. Finalmente, en la semana 26, los animales se
sacrificaron y se procedio a aislar las gonadas para su posterior estudio macroscopico
(peso y dimensiones) y microscopico (cortes histoldgicos tefiidos y analizados con un
analizador de imagenes). Tanto para la evaluacion de la respuesta humoral,
determinando el titulo de anticuerpos, como de las concentraciones hormonales se
utilizo la técnica de enzimoinmunoanalisis. Para el analisis estadistico de los resultados
se realizaron andlisis de varianza de medidas repetidas para estudiar el efecto del
tratamiento inmunoldgico y el tiempo sobre la evolucion del titulo de anticuerpos, de las
hormonas y del peso de los animales. En el estudio de las gonadas se realizaron analisis
de varianza con el tratamiento como efecto principal. Las medias se compararon con

una t de Student.

Los niveles de anticuerpos anti-GnRH en los machos ascendid significativamente en
los tres grupos inmunizados a partir de las 16 semanas de vida, una vez aplicada la
segunda dosis de vacuna. Esta respuesta fue disminuyendo de la misma forma en los
tres grupos a medida que avanzé el periodo experimental. Al final del en el grupo
GMV25 el titulo de anticuerpos decayo hasta umbrales negativos. A nivel hormonal,
todos los valores de LH observados desde la semana 11 hasta la semana 25 antes de la
estimulacion con GnRH fueron basales. Sin embargo, una vez aplicada dicha
estimulacion, los niveles de LH en el grupo GMC (no inmunizado) ascendieron
significativamente a los 60 min y a los 120 min con respecto a los otros tres grupos
inmunizados, que no mostraron incremento alguno y siguieron presentando valores

minimos. Asimismo, el valor mas elevado de testosterona se observo en el grupo GMC

v
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a los 60 min tras la estimulacion de GnRH, disminuyendo a los 180 min y llegando a
valores basales a la semana siguiente, mientras que los grupos inmunizados no

experimentaron ninguna respuesta.

En el aspecto morfoldgico, al final del experimento, no se observaron variaciones en
cuanto al peso ni tamafio del animal. Sin embargo, se observé una disminucion
significativa del peso y dimensiones de la génada, asi como de su peso relativo. En el
analisis microscopico se apreciaron reducciones significativas en el diametro de los
tubulos seminiferos que fueron en funcion de la dosis aplicada, asi como una

disminucion en la presencia de espermatidas.

Por su parte, en las hembras la titulacion de anticuerpos en todos los grupos
ascendié a porcentajes muy proximos al 100% en la semana 16 del periodo
experimental. Esta respuesta fue descendiendo en los 3 grupos de la misma manera
hasta la semana 17 y 18. Posteriormente, los grupos GHV100 y GHV50 mantuvieron
respuestas mas altas que la del grupo GHV25, y sobre todo, destaco el grupo GHV100
que se mantuvo en porcentajes del 80% al final del experimento. Tanto los grupos
inmunizados como el control presentaron concentraciones de LH basales hasta las 25
semanas de edad. Una vez tratados con gonadorelina, sélo en el grupo control se
observo un pico maximo de LH y progesterona a los 60 min post-estimulacion y una
disminucion posterior tipicas de la respuesta hipofisaria y ovarica al analogo de GnRH.
Sin embargo, en los grupos inmunizados no se observaron cambios estadisticamente
significativos en las concentraciones séricas de LH ni de progesterona a lo largo de todo
el periodo experimental, y en la semana 26 los valores de los cuatro grupos fueron
similares. Las concentraciones de 17f estradiol de las conejas antes de la estimulacion
con gonadorelina, fueron similares en todos los grupos. Mas tarde, tras la estimulacion,
no se determinaron grandes variaciones en el grupo GHC, a diferencia de los grupos
inmunizados, en los que se observo una disminucion significativa del estradiol sérico
desde el minuto O hasta el 180 de dicho periodo. En la semana 26, todos los animales
inmunizados manifestaron un ligero aumento de las concentraciones de estradiol con
respecto a la semana anterior. A nivel histologico se observaron diferencias en los

diametros de los foliculos ovéricos en los primeros estadios de desarrollo y en la
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presencia de cuerpos luteos, asi como en los tamafios y pesos de las génadas, pero no

del peso del animal.

En conclusion, en esta Tesis Doctoral se ha demostrado que el conejo podria ser
empleado como un modelo animal adecuado para el estudio de alteraciones en las que la
funcionalidad del eje HHG esté comprometida, ya que se ha comprobado que cualquiera
de la 3 concentraciones empleadas y aplicadas en 2 dosis separadas 4 semanas
desencadenaron: 1) una importante respuesta inmune humoral, 2) una disminucién de la
respuesta hipofisaria de la LH y de la secrecion esteroidogénica gonadal, y 3) afectaron
negativamente al peso, dimensiones y desarrollo tisular de las gonadas, todo ello
claramente indicador de la eficacia de este tratamiento inmunolégico para inhibir el eje
HHG.

Vi
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Gonad activity is controlled by the hypothalamus, which secretes the hormone that
releases gonadotropins (GnRH), a decapeptide that stimulates release of LH (luteinizing
hormone) and FSH (follicle-stimulating hormone) by the adenohyophysis. These
gonadotropins act on the male and female gonads. The levels of GnRH, LH and FSH
are regulated by feedback mechanisms with the estrogens and androgens, released by
the gonads that act on the hypothalamus and hypophysis. Fertility control has a major
importance in managing pets, as well as cases in which one wishes to inhibit ovulation
or reproductive development. To that end, surgical treatments have been used that are
not financially feasible if one wishes to regulate major populations of animals and
different hormonal proceedings that, although effective, have many secondary effects.
In recent years, studies that focus on inhibiting the GnRH, due to its capacity to direct
the hypothalamus-hypophysis-gonad (HHG) have been fundamental to control the
fertility of mammals, in which immunosterilization is one of the most effective
alternatives. This is the case in human medicine for treatment of illnesses that require

inhibition of the function of the reproductive apparatus (breast cancer, prostate cancer ...

The general aim of this Doctoral Thesis is use of the rabbit (Oryctolagus cuniculus)
to study the effects of administering an anti-GnRH vaccine on: 1) the immune response,
2) the HHG axis and 3) gonad development, both male and female, in order to be able to
use it is an animal model for study of treatments of reproductive diseases in other

species, including the human one.

To achieve that objective, 48 hybrid rabbits of the White New Zealand x Californian
breed were used, 24 males and 24 females, both in prepubertal age (11 weeks). Four
groups were formed with 6 animals of the same sex each, that received doses of 0.25, 50
and 100 pg/ml of an anti-GnRH immunogen (Improvac®, Lab. Pfizer Spain) at 11 and
15 weeks of age, called GM0, GM25, GM50 and GM100 in the case of the males, and
GHO, GH25, GH50 and GH100 in the case of the females, respectively. The
immunogen was administered subcutaneously in both doses. In order to determine the
immune response of the animals and the endocrine response of the HHG, blood samples
were taken on the day of administering the immunogen and afterward, weekly, from

week 16 to 25 of the animal’s age. At that moment, all the animals received 0.02 ml of

VI
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gonadorelin, a GnRH analog (Inducel-GnRH, Lab. Ovejero, Spain), via IM, to
stimulate the hypophysis, and blood samples were taken at 0, 60, 120 and 180 min.
post-stimulation. The blood samples were used to study: 1) the humeral immune
response determining the titer of anti-GnRH antibodies generated in the animals and 2)
the endocrine response by studying the secretions from the hypophysis (LH) and gonads
(testosterone in the males; estradiol and progesterone in the females) before and after
stimulation using gonadorelin. Finally, in week 26, the animals were sacrificed and the
gonads were isolated for subsequent macroscopic (weight and dimensions) and
microscopic study (dyed histological sections, analyzed using an image analyzer). The
enzymoimmunoanalysis technique was used both for evaluation of the humeral
response, antibody titer, as well as hormonal concentrations. When studying the gonads,
variance analysis was performed with the treatment as main effect. The averages were

compared with a Student’s t-distribution.

The anti-GnRH antibody titer in the males rose significantly in the three immunized
groups as of 16 weeks of life, after the second dose of vaccine was applied. That
response gradually decreased to the same extent in the three groups as the experimental
period advanced. At the end of the experiment in group GMV25 the antibody titer fell
to negative thresholds. At hormonal level, all the LH values observed from week 11 to
week 25 prior to stimulation with GnRH were basal. However, once that stimulation
was applied, the LH levels of the GMC (non immunized group) rose significantly after
60 min. and 120 min. compared with the other three immunized group, that showed no
increase whatsoever and continued to show basal values. Likewise, the highest
testosterone value was observed in group GMC within 60 min. after the GnRH
stimulation, decreasing to 180 min. and reaching base values in the following week,
while the immunized groups showed no response whatsoever. In the morphological
aspect, at the end of the experiment, no variations were seen with regard to the weight
or size of the animal. However, a significant decrease was observed in the weight and
dimensions of the gonad, as well as its relative weight. In the microscopic analysis,
significant reductions were appreciated in the diameter of the seminiferous tubules in

proportion to the dosage applied, as well as a decrease in the presence of spermatids.

Vil
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On their part, the antibody titer in all the groups of females rose to percentages
very near to 100% in week 16 of the experimental period. That response gradually
dropped in the 3 groups in the same way until week 17 and 18. Subsequently, GHV100
and GHV50 maintained higher responses than in group GHV25, and above all, group
GHV100 was outstanding in that it maintained percentages of 80% at the end of the
experiment. Both the immunized groups as well as the control one had base LH
concentrations up to 25 weeks of age. After treatment with gonadorelin, a maximum
peak of LH and progesterone was only observed in the control group at 60 min. post-
stimulation, and subsequent decrease typical of the hypophysis and ovary response to
the GnRH analog. However, in the immunized groups, no statistically significant
changes were observed in the serum concentrations of LH, nor of progesterone
throughout the whole experimental period and, in week 26, the values of the four groups
were similar. The concentrations of 17p estradiol in the female rabbits before
stimulation with gonadorelin were similar in all the groups. Later, after the stimulation,
no major variations in the GHC group were determined, on the contrary to the
immunized groups, in which a significant decrease in serum estradiol was observed
from minute 0 to 180 of that period. In week 26, all the animals immunized showed a
slight increase in estradiol concentrations compared with the previous week. At
histological level, differences were observed in the diameters of the ovarian follicles
and in the presence of corpus lutea, as well as in the sizes and weights of the gonads,
but not in the weight of the animal.

To conclude, this Doctoral Thesis has proven that rabbits may be used as an
adequate animal model to study diseases in which the functionality of the HHG axis is
compromised, as we have proven that any of the 3 concentrations used and applied in 2
doses separated by 4 weeks triggered 1) an important humeral immune response, 2) a
decrease in the hypophysis response to LH and the gonadal steroidogenic secretion, and
3) negatively affected the weight, dimensions and tissue development of the gonads, all
clearly indicating the efficiency of this immunological treatment to inhibit the HHG

axis.
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I. ACTIVIDAD DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADA

El hipotdlamo es una estructura relativamente pequefia que se encuentra en la
parte central de la base del cerebro. Esta dividido en dos partes por el tercer ventriculo,
formando la base y las paredes laterales del mismo. El hipotdlamo tiene grupos
neuronales, colectivamente denominados nucleos, que secretan hormonas
mayoritariamente peptidicas importantes para controlar la actividad de la hipdfisis. La
hipdfisis esta unida al hipotalamo mediante el tallo hipofisario y se encuentra localizada
en la silla turca del esfenoides. La glandula hipofisaria se divide en dos partes: un
I6bulo anterior denominado adenohipoéfisis o pars distalis, y uno posterior denominado
neurohipofisis o pars nervosa. Ambos l6bulos tiene un origen embrionario muy
diferente. El primero es de origen epitelial mientras que el posterior es de origen
nervioso. Entre ambos lobulos existe una zona intermedia o pars intermedia con
diferente importancia segun la especie animal (Stevens y Lowe, 2006; Klein, 2013)
(Imagen 1). Las hormonas hipotalamicas se dirigen hacia la hipdfisis, bien directamente
a través de los axones neuronales en la neurohipdfisis o bien mediante un sistema porta
de circulacion en la adenohipdfisis. La hipofisis responde sintetizando hormonas

fundamentales para el control de las funciones metabdlicas en todo el organismo.
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Imagen 1. Hipotalamo Hipdfisis. Silverthorn, (2008a).

Fuente: www.medicapanamericana.com/materialesComplementarios/Silverthorn-6/visor.aspx

El tema sustancial de este trabajo, se centra en el estudio del eje Hipotalamo-
Hipofisis y su relacion con las génadas masculinas y femeninas, de tal forma, que se

enfocara esta parte de la introduccion en este punto.

La conexion del hipotdlamo con la adenohipdfisis no implica el paso directo de
axones a traves del infundibulo, sino que se realiza mediante un sistema porta venoso
que conecta la eminencia media del hipotdlamo con la adenohipdfisis y transporta
sustancias hipotalamicas que controlan la misma como la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), de naturaleza peptidica. Los axones de las células
neuroendocrinas, transportan dicha hormona desde el sistema parvocelular hipotalamico
hasta la eminencia media, desde donde se liberan al sistema porta hipotalamo-
hipofisario, en el plexo capilar primario procedente de la arteria hipofisaria superior. La
sintesis de GnRH implica la produccion de una molécula precursora mayor, con una
region terminal de 56 aminoacidos denominada péptido asociado a GnRH. La GnRH
liberada en el sistema porta es un péptido de 10 aminoacidos y es la hormona esencial

para la liberacion de gonadotropinas hipofisarias (Hadley, 1997a) (Imagen 2).
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Imagen 2. Sistema Porta Hipotalamo-Hipdfisis.
Fuente: McKean et al., Copyright: The McGraw Hil Companies, Inc.

La GnRH llega a las células gonadotropas hipofisarias a traves del vaso largo
portal, uniéndose a los receptores de membrana acoplados a la proteina G de la
superficie celular, provocando la secrecién y liberacion de gonadotropinas (Schally et
al., 1971) al plexo capilar secundario, que vertera a la vena adenohipofsaria y de ahi a la

circulacion general, llegando a los 6rganos diana (Lechan y Toni, 2000).

La actividad gonadal esta bajo el control del hipotalamo y de la adenohipdfisis.
La adenohipdfisis secreta hormonas peptidicas de gran importancia en el control de la
reproduccion, como son, las gonadotropinas hormona foliculo-estimulante (FSH) vy

hormona luteinizante (LH).

Recientemente, el hallazgo de genes Kiss-1 en el hipotdlamo, ha revolucionado
el concepto clasico de la intervencion de diferentes neuropétidos en el control de la
liberacion de GnRH. Existen dos poblaciones de neuronas que secretan Kisspeptinas,

una localizada en el nucleo arcuato y otra en el area dorsolateral preoptica del
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hipotalamo, con diferentes acciones. Al parecer, las neuronas del ndcleo arcuato son las
encargadas de controlar la retroalimentacion de los estrégenos (negativa y positiva)
sobre las neuronas productoras de GnRH. EI mecanismo de retroalimentacion
transitorio positivo que causa la oleada preovulatoria de LH es precedido por el
aumento en la expresion del gen Kiss-1 y los altos niveles de kisspeptina en el nucleo
arcuato. Asi mismo, los efectos de retroalimentacion negativos estan asociados con la
expresion reducida de Kiss-1 y con los bajos niveles de kisspeptina en el ndcleo
arcuato. El gen hipotalamico Kiss-1 también esta implicado en el control metabolico de
la fertilidad, por su papel en fendmenos claves reproductivos, que incluyen, entre otros,
la diferenciacion sexual del cerebro, la activacion del sistema GnRH en el momento de
la pubertad, el control retroactivo que ejerce en la secrecion de gonadotropinas y en la
oleada preovulatoria de LH. La Kisspeptina, y su receptor GPR54, perteneciente a la
familia de receptores acoplados a proteinas G, han emergido como elementos clave en
la regulacién de la secreciébn de GnRH. Las Kkisspeptinas fueron originalmente
identificadas como peéptidos supresores de metastasis tumorales. Sin embargo,
mutaciones del gen GPR54 se han correlacionado tanto a la ausencia del inicio de la
pubertad, como a hipogonadismo hipogonadotrépico. El corte proteolitico del producto
primario Kiss-1 genera el decapéptido kisspeptina-10, el cual ejerce un efecto
extraordinariamente potente en el desencadenamiento de la liberacion de LH. La
funcién de células kisspeptina en el area predptica puede ser diferente a la de las células
del nucleo arcuato, porque el nivel de expresion de receptores a estrogenos es inferior
en esta region. La importancia de las kisspeptinas en el inicio de la pubertad, la
estacionalidad de ciclos estrales en diferentes animales y las alteraciones como el
hipogonadismo hipogonadotréfico, es un reto a estudiar en profundidad (George y
Seminara, 2012; Marques et al., 2000).

El principal patron de liberacion de gonadotropinas es pulsatil y esta
determinado por la secrecion de GnRH desde el hipotalamo (Carmel et al., 1976; Maeda
et al., 2010). La importancia de este sistema de liberacion lo demuestran estudios donde
se administro GnRH de forma continua. Una ocupacion continuada de los receptores de

GnRH en las células gonadotropicas interrumpid la sefial intracelular para la sintesis y
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liberacion de gonadotropinas, por desensibilizacion del receptor (Johnson et al., 1976)

(Imagen 3).
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Imagen 3. Secrecion pulsatil de LH y su correspondencia con la secrecidn pulsatil de GnRH.

Fuente: /www.elsevierelibrary.es/pdfreader/berne-y-levy-fisiologa-student-consultcom.

1. ESTRUCTURAS REPRODUCTORAS DEL CONEJO MACHO

1.- Anatomia

El conejo posee dos testiculos de forma ovoide alargada, con una longitud en el
adulto de 30 a 40 mm y una anchura de 10 mm. Estan situados en sacos escrotales, a
ambos lados de la linea media inguinal. Como conductos excretores presenta el
epididimo y el conducto deferente que desembocan en las ampollas deferentes. El
conducto excretor desemboca junto con el de la vesicula seminal constituyendo el
conducto eyaculador. El pene es cilindrico con 40 a 50 mm de longitud y reduce su

diametro hacia su extremidad. No posee glande y en reposo se sitda en el prepucio,
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situado ventralmente, en cuya abertura se localizan dos parejas de glandulas inguinales

sudoriparas y sebaceas (Imagen 4).

"
3 1”.;.

Imagen 4. Vista del pene (), sacos escrotales (*) y desembocadura de las glandulas inguinales (8) en un
conejo adulto en decubito supino.
Fuente: Rebollar PG. UPM-UCM.

Como glandulas accesorias presenta: la vesicula seminal, impar y bilobulada, la
glandula vesicular seminal, impar y situada en la cara dorsal de la vesicula seminal, la
glandula prostatica, por debajo de la anterior y con 4 a 6 canales excretores que
desembocan en la pared del colector seminal, glandulas paraprostaticas, en la pared
lateral de las ampollas deferentes y la glandula bulbouretral o de Cowper sobre la parte

posterior de la uretra (Holtz and Foote, 2005).
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Imagen 5. Vista dorso lateral de las glandulas vesiculares (gv), la prostata (p) y la vejiga de la orina (vu)
de un conejo adulto.
Fuente: Dimitrov et al. (2013).

El testiculo esta cubierto de una céapsula de tejido conjuntivo dividiéndose en
I6bulos (Imagen 6). Dentro de cada I6bulo se encuentran los tubulos seminiferos,
conectados entre ellos por una serie de tubulos anastomosados denominada rete testis.
La rete testis continGa con una serie de pequefios conductos, denominados conductos
eferentes, que son los encargados de transportar el espermatozoide del testiculo al
epididimo, empezando por su cabeza, cuerpo y por Gltimo la cola, llegando por ultimo

al conducto deferente.
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Imagen 6. Testiculo (1), epididimo (2) y plexo pampiniforme (3) de un conejo adulto extraido del saco
escrotal.
Fuente: Rebollar PG. UPM-UCM.

2.- Histofisiologia Masculina

El tabulo seminifero presenta dos compartimentos o espacios: el intratubular y el
peritubular (Imagen 7).

El compartimiento intratubular esti recubierto del propio epitelio seminifero
compuesto de dos tipos celulares: las células espermaticas en diferentes estadios de
espermatogénesis y las células de Sertoli de contornos celulares imprecisos, de forma
piramidal, llegando casi hasta la luz del tbulo, presentando un nucleo en la zona basal.
La espermatogénesis es la suma de los procesos que en el adulto terminan con la
produccion de espermatozoides, gracias a la activacion del eje hipotalamo-hip6fisis y a
la secrecién de la hormona estimulante de los foliculos (FSH) y de la hormona
luteinizante (LH).

Las células de Sertoli rodean a los espermatozoides en desarrollo, dandoles
soporte estructural y nutricional estableciendo uniones con ellos y ayudando a que
progresen hacia la luz del tubulo conforme avanzan en su desarrollo. Las células de
Sertoli tienen uniones estrechas entre ellas, dividiendo el espacio intratubular en una

12
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zona basal, donde se encuentran las espermatogonias y los espermatocitos primarios, y
una zona adluminal que contiene espermatocitos mas desarrollados. Las células de
Sertoli son las células principales del epitelio espermatico y las que expresan el receptor
de androgenos y de FSH, necesitandose ésta hormona para conseguir la produccién
maxima de espermatozoides. Estas células se van a encargar también de la produccion
de inhibina, hormona cuya produccion es estimulada por la FSH, que a su vez ejerce
una retroalimentacion negativa sobre las células hipofisarias gonadotropas para inhibir

la produccion de FSH.

Luzdsitobeio |4 composicidn del liquido uminal es
Esparmatozoides maduros  Espermatozaides ———— rica sa 1y an hommonss salessldess.

’ Eapermliien Las células da Serfoll secretan profeinas qua
E — mantignoen la produccin de espermatozcides.
macundaric et Unién estrocha ente células do Sertol
Esparrmalociio primans — g - P Fibroblast

Imagen 7. Tabulo seminifero. Silverthorn, (2008b).
Fuente: www.medicapanamericana.com/materialesComplementarios/Silverthorn-6/visor.aspx.

El compartimento peritubular estd formado por células de tejido conjuntivo,
fibroblastos, capilares peritubulares y las células de Leydig cuya principal funcion es la
produccion de testosterona. Las células de Leydig estan situadas en el tejido intersticial
exterior de los tubulos seminiferos, presentan una forma redondeada aunque algunas
son fusiformes (formas inmaduras) y un nucleo redondeado con uno o dos nucléolos. En
el citoplasma se encuentran inclusiones de lipidos y diversas enzimas. La LH puede
estimular a las células de Leydig hasta experimentar hipertrofia, mientras que en
ausencia de LH se produce una gran reduccion del tamafio de las células de Leydig y

dejan de producir testosterona.

Alrededor de los tubulos se encuentra la lamina propia formada por tejido

conjuntivo y unas células con capacidad contractil, células mioides, que contribuyen a la
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progresion del liquido tubular y los espermatozoides a lo largo del tdbulo seminifero
(Silverthorn, 2008b; Koeppen, 2011a).

2.1.- Espermatogénesis

Las células madre de la espermatogénesis se denominan espermatogonias, las
cuales mediante diferentes divisiones van a formar en primer lugar espermatogonias
hijas que a su vez se volveran a dividir dando lugar a los espermatozoides haploides,
cuando se complete la division meidtica. Las espermatogonias se localizan junto con las
células de Sertoli, en la lamina basal del tibulo seminifero e iran migrando hacia la luz
del mismo. Pueden ser de tipo A o de tipo B. Las espermatogonias de tipo A son menos
numerosas y de forma aproximadamente oval, parcialmente rodeadas por las células de
Sertoli. El nucleo es oval y el citoplasma es palido, presentando una fina granulacion.
Su division es por mitosis y casi la mitad de las células hijas permanecen como tipo A
gue acttan como células madre, mientras que el resto se transforma en espermatogonias
de tipo B.

14
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Acontecimientos
Tipos celulares meidticos

Espermatogonia Replicacién

(tipo B) del ADN
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Imagen 8. Espermatogénesis.

Fuente: Carlson, 2004 en: Berne y Levy. Fisiologia. Ed., Elsevier Health Sciences Spain 62 ed.

Las espermatogonias de tipo B son mucho mas numerosas y se localizan
también parcialmente rodeadas por las células de Sertoli, 0 en contacto con otras
espermatogonias de tipo B. El cuerpo celular es redondeado con un nicleo esférico.
Durante los estadios de division de las espermatogonias se van a obtener los
espermatocitos, en primer lugar primario, y posteriormente secundario. Los
espermatocitos primarios son las células espermatogénicas mas grandes del epitelio
tubular y estan localizadas en una posicion intermedia entre las espermatogonias y las
espermatidas. Por altimo se encuentran las espermétidas que pueden ser de nucleo
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redondo o de nudcleo elongado, de las cuales tras diferentes estadios de desarrollo

denominados espermiogénesis, daran lugar a los espermatozoides adultos.

Posteriormente se producira la espermiacion con la liberacion de los
espermatozoides a la luz tubular junto con el liquido tubular que contiene grandes
cantidades de testosterona, productos nutritivos, agua e iones que ayudaran a la
movilidad de los nuevos espermatozoides para llegar al epididimo donde se completara
la maduracién. Si los espermatozoides llegan al tracto reproductor femenino, en él se
producira la capacitacion espermatica haciéndolo apto para la fecundacion (Young y
Heath, 2000a; Koeppen, 2011a; Hall, 2016a).

3.- Control Hormonal de la Reproduccion en el Macho
3.1.- Caracteristicas, Acciones y Control de la Hormona Luteinizante en el Macho

En la adenohipoéfisis se secretan LH, FSH vy tirotropina (TSH), las tres son
glucoproteinas y estan formadas por dos subunidades alfa y beta. En las tres hormonas,
la subunidad alfa es idéntica entre si dentro de la misma especie, siendo la subunidad

beta la que proporciona la identidad de las tres diferentes hormonas.

La subunidad alfa de la LH es un polipéptido de entre 92 y 96 aminoacidos
dependiendo de la especie animal. La subunidad beta muestra diferentes secuencias de
aminoéacidos dentro y entre especies. La subunidad beta de la LH estd compuesta de
110-112 residuos, los residuos especificos de esta hormona, son los que contribuyen a la
interaccion con los receptores del tejido diana y por tanto, proporcionan la especificidad
hormonal. La LH estimula la sintesis de androgenos, principalmente testosterona, por
las células de Leydig, las cuales responden directamente a la unién de la LH con su
receptor. El receptor de LH en el macho, se encuentra en la superficie de las células de
Leydig, es miembro de la superfamilia de siete dominios transmembrana acoplados a las
proteinas G que ejercera su accion intracitoplasmatica a través de la activacion de la
Protein Kinasa A dependiente del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Dufau, 1988).
Ademas de estimular la formacion de testosterona, actia indirectamente en el control de
la espermatogénesis ya que la testosterona es necesaria para la maduracion de las

células germinales (Hadley, 1997a).
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Desde hace tiempo se conoce que la testosterona, estradiol y dihidrotestosterona
inhiben la secrecion de LH. Al parecer, la testosterona actda a nivel hipotalamico
disminuyendo la frecuencia del pulso de GnRH, pero no la amplitud. Por otra parte, el
estradiol actda en la hipofisis disminuyendo la amplitud del pulso de LH pero no la
frecuencia (Santen,1975; Tilbrook et al., 1991). Sin embargo, hay cierta controversia ya
que otros autores concluyen que el estradiol ejerce una retroalimentacion negativa
actuando en el hipotdlamo disminuyendo la frecuencia pulsatil de GnRH (Hayes et al.,
2000).

3.2.- Caracteristicas, Acciones y Control de la Hormona Foliculoestimulante en el
Macho

Como se indico anteriormente, es una glucoproteina con dos subunidades alfa y
beta. Esta ultima estd compuesta por 117-121 aminoacidos entre los que, al igual que
LH, destacan cadenas que se uniran al receptor especifico, proporcionando las funciones
determinadas de esta hormona. El receptor de FSH en el macho, se encuentra en la
superficie de las células de Sertoli de los tubulos del testiculo. EIl tipo de receptor
también pertenece a la superfamilia de siete dominios transmembrana acoplados a las
proteinas G. La union al receptor da lugar a la produccién de proteinas necesarias para

las acciones de la FSH.

La FSH en el macho, es responsable de las primeras etapas de la maduracion de
las espermatidas. Por otra parte, estimula la produccion en las células de Sertoli de
proteinas de union a andrégenos. La FSH es capaz de incrementar el nimero de
receptores de LH en las células de Leydig haciéndolas mas sensibles a sus efectos y

actua de forma sinérgica con la LH para estimular la espermatogenesis (Hadley, 1997a).

Desde hace mucho tiempo se conoce que la testosterona y el estradiol son
capaces de inhibir la secrecion de FSH. Posteriormente, se demostrd que una
glicoproteina dimérica denominada inhibina (inhibina A y B) producida en el testiculo,
actla especificamente como inhibidor de la secrecion de FSH en la hipdfisis por un

mecanismo de retroalimentacion negativo. Por el contrario, una variacion sobre los
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dimeros conforman una proteina denominada activina (activina A y B) suprime la
secrecién de FSH hipotalamica. Ademas, la proteina folistatina (producida en la
hipdfisis) es capaz de suprimir la secrecion de FSH hipofisaria. Se ha demostrado la
capacidad que tiene la folistatina para neutralizar la activina, provocando la supresion
de FSH (Silverthorn, 2008b; Krester y O’Donnel, 2000) (Imagen 9).

Proteina ligadora de
andr6genos (ABP)

Imagen 9. Control hormonal de la espermatogénesis. Silverthorn. (2008b).
Fuente: www.medicapanamericana.com/materialesComplementarios/Silverthorn-6/visor.aspx
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3.3.- Hormonas Testiculares

Las células de Leydig se encuentran en el espacio peritubular del testiculo y
producen andrdgenos. Los esteroides constituyen una clase de hormonas (estrégenos,
progestagenos y andrdgenos), con una estructura de 17 carbonos en cuatro anillos. Se
producen a partir del colesterol a travées de la ruta de la esteroidogénesis. Los pasos que
involucran esta conversion estdn catalizados fundamentalmente por la familia

enzimatica del citocromo P450 (Inano et al., 1990).

La testosterona secretada se libera desde las células de Leydig hacia los tabulos
seminiferos vasos sanguineos y linfaticos. En los tdbulos seminiferos se concentra y se
une a la proteina de transporte de androgenos (ABP) necesaria para la espermatogenesis
normal. Parte de la testosterona se dirige a la circulacién periférica unida a la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG) convirtiendose en estrogenos,
fundamentalmente en tejido adiposo, y en dihidrotestosterona (Koeppen, 2011a)
(Imagen 10). Los estrogenos son importantes en la maduracion ésea (Karsenty, 2012),
en la sensibilidad a la insulina y ademas, controla la produccion de testosterona por un
mecanismo de retrofuncionalidad negativa. La dihidrotestosterona es un andrdgeno
potente que esta relacionado con la mayoria de las caracteristicas sexuales secundarias

de los machos.
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Imagen 10. Esteroidogénesis y conversion de testosterona.
Fuente: En: Berne y Levy. Fisiologia. Ed., Elsevier Health Sciences Spain 62 ed.

Por otro lado, la FSH no participa en la produccion de esteroides gonadales, pero
es esencial para la produccion de espermatozoides normales. Las células de Sertoli, que
expresan receptores de FSH de superficie celular, se extienden desde la membrana basal
hasta la luz de los tibulos seminiferos, y envuelven a los espermatozoides en desarrollo,
que emigran entre dichas células hacia la luz del tabulo. Las uniones estrechas entre las

células de Sertoli forman una barrera hematotesticular.

La FSH es importante en el establecimiento de la poblacién de células de Sertoli,
actuando desde el periodo posnatal incrementando su proliferacion y posteriormente,

manteniendo el nimero necesario de este tipo celular e incluso en su morfologia y su
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disponibilidad para mantener el méximo numero de células germinales (Abel et al.,
2008; Ruwanpura et al., 2010). Aunque no se comprenden a fondo los mecanismos por
los cuales la FSH favorece la espermatogénesis, dicha hormona parece estimular a las
células de Sertoli para que sinteticen muchas de las proteinas y nutrientes que necesitan
los espermatozoides en maduracion (O'Shaughnessy et al., 2009). Otra consecuencia
importante de los efectos de la FSH es el incremento de la sintesis de proteina de union
a androgenos. Si bien esta ultima se libera en la circulacion general, también se secreta
de modo directo en la luz de los tubulos seminiferos. En ese sitio, sirve para
proporcionar concentraciones locales altas de andrdgenos, donde se necesitan para el
desarrollo de los espermatozoides.

La testosterona secretada por los testiculos en respuesta a la LH tiene el efecto
reciproco de inhibir la secrecion hipofisaria de LH. Es probable que la mayor parte de
esta inhibicion sea consecuencia de un efecto directo de la testosterona sobre el
hipotalamo, con inhibicién de la secrecién de GnRH. Este efecto, a su vez, reduce la
liberacion de LH y FSH por la adenohipofisis y la liberacion de LH disminuye la
secrecion de testosterona por los testiculos. Por tanto, cuando la secrecion de
testosterona es excesiva, este efecto automatico de retroalimentacion negativa, que
opera a través del hipotdlamo y la adenohipéfisis, hace que disminuya su produccién
hasta valores basales (Hall, 2016a) (Imagen 11).
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Imagen 11. Regulacién del eje Hipotalamo-Hipofisis-Testiculo.
Fuente: En: Guyton y Hall. Tratado de fisiologia médica. Ed. Elsevier Health Sciences Spain.

3.3.1.- Acciones, Transporte y Metabolismo de los Andrdgenos

Las hormonas sexuales masculinas en conjunto reciben la denominacion de
androgenos. Las mas importantes son testosterona, dihidrotestosterona 'y
androstenodiona, entre ellas, la que se produce en mayor cantidad es la testosterona. La
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testosterona se produce en las células de Leydig y parte de ella, se libera a la
circulacion. En ciertos tejidos como prostata o piel de los genitales externos masculinos,
se convierte en dihidrotestosterona mediante la actuaciéon de la 5 alfa reductasa. Esta
hormona es mas activa y también se produce en las glandulas adrenales (Moreno et al.,
2011a).

A nivel celular, la testosterona actda en la célula efectora aumentando la sintesis
de proteinas. La testosterona, y en general las hormonas esteroides, se unen en la célula
diana a su receptor de andrdgenos intracelular. Los esteroides son de naturaleza lipidica
y son capaces de atravesar la membrana celular. Cuando el esteroide se une a su
receptor, migra hacia el ndcleo uniéndose a una parte especifica del ADN denominada
elementos de respuesta hormonal (HRE), induciendo cambios en el ADN activando la
transcripcion de ciertos genes, dando lugar a un ARNm que, tras la unién a los

ribosomas, formara nuevas proteinas (Hall, 2016a).

Desde las células de Leydig, la testosterona se concentra en la luz del tabulo y
actla como promotora de la espermatogénesis y regula la funcién de las células de
Sertoli. A nivel periférico, tanto testosterona como dihidrotestosterona tras la unién a
los receptores de andrégenos, actian desarrollando el sistema reproductor masculino,
interviniendo en efectos metabdlicos en el tejido adiposo, influyendo en la eritropoyesis,
en el crecimiento 6seo e incluso, actuando como anabolizante a nivel muscular. En
definitiva, son responsables de las caracteristicas sexuales secundarias de los machos
(Koeppen, 2011a).

Cuando la testosterona se libera a la circulacion, se une a proteinas de transporte
como albumina y con mayor afinidad a la SHBG. La testosterona se fija a los tejidos
diana o se degradara en sus metabolitos para posteriormente, ser excretados. En el
higado, la testosterona de convierte en androsterona y dehidroepiandrosterona, se
conjugan con glucurénidos o sulfatos y se liberan al intestino a través de la bilis o0 en

orina a traves del rifién (Moreno et al., 2011b).
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4.- Pubertad y Comportamiento Sexual del Conejo Macho

El conejo macho presenta al nacer los testiculos en posicién abdominal. Su
descenso a los sacos escrotales coincide con la pubertad, pudiendo regresar a la cavidad
abdominal en periodos estacionales de inactividad sexual, como ocurre en el conejo

salvaje.

Segun estudios realizados por Miro's et al., (1980), la fase peripuberal empieza a
los 40 dias de edad y se caracteriza por una aparicion simultanea de células de Leydig
maduras en los testiculos, un sorprendente incremento en los niveles de FSH y testosterona
y un pequeiio incremento en los niveles de LH a la vez que se observa una brusca
aceleracion en el crecimiento de los testiculos que se mantiene de forma apreciable hasta

los 8 meses de edad. Esta fase incluye un rapido crecimiento de las vesiculas seminales.

El establecimiento de la espermatogénesis tiene lugar de forma variable hacia los
70 dias de edad (Berger et al, 1982), segun la raza, condiciones ambientales y de manejo.
Berger et al. (1982) afirman que los primeros espermatozoides aparecen a los 60 dias,
aungue solo a los 84 dias todos los tdbulos seminiferos habran iniciado su actividad,
apareciendo en ellos los primeros espermatozoides fértiles entre los 120 y los 150 dias de
edad.

En el macho adulto la duracion de la espermatogénesis, tiempo necesario para que
se desarrolle un espermatozoide a partir de una espermatogonia, es de 38 a 41 dias. Una
espermatogonia da lugar a 16 espermatocitos primarios, de cada uno de los cuales se
obtiene una media de 3.1 espermatidas, lo que indica una cierta degeneracion durante las
divisiones de reduccion y maduracion. Los espermatozoides atraviesan en 7-10 dias el
epididimo, donde maduran a falta de la capacitacion espermatica que sufren en el tracto
reproductor de la hembra. La produccion diaria de espermatozoides se estima en 30 a 40
millones por gramo de testiculo, es decir, un total diario de hasta 150 millones, con

variaciones raciales y estacionales (Revisado por Rebollar, 1993).
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I11. ESTRUCTURAS REPRODUCTORAS DE LA CONEJA

1.- Anatomia Fisioldgica

Las estructuras reproductoras de la coneja son los ovarios, oviducto, Utero,

vagina y vulva.
1.1.- Ovarios.

La estructura del ovario normal varia enormemente con la edad y la fase del
ciclo estral. Estos 6rganos en la coneja tienen una forma alargada y eliptica; son de
color amarillento, apareciendo frecuentemente rodeados de grasa. Estructuralmente, los
ovarios contienen foliculos en distintas fases de desarrollo y si la coneja ha ovulado
incluye cuerpos lateos (Imagen 12). El ovario tiene como funcion la formacion de
oocitos viables para la fecundacion. La produccion ciclica de oocitos es el resultado del
proceso de desarrollo folicular, regulado por la accion coordinada de gonadotropinas
(FSHy LH).

ot

Imagen 12. Ovarios de coneja adulta con cuerpos liteos de 8 dias (*), Corpus albicans (+), y foliculos
ovaricos (=) en su superficie. Los circulos punteados sefialan el estigma.
Fuente: Rebollar PG. UPM-UCM.
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El ovario esta recubierto de una capa epitelial simple de tipo cubico o cilindrico,
pero con frecuencia se aplana con la edad y aumenta de tamafio. Es una combinacion
de glandula exocrina y endocrina, es decir, produce tanto oocitos como hormonas
ovaricas, principalmente estrogenos y progesterona. Los estrogenos se producen
fundamentalmente durante el estro por las células de la granulosa, que convierten los
androgenos secretados por las células de la teca interna en estrogenos. La progesterona
es producida principalmente por las células luteinicas grandes durante el metaestro,
diestro y gestacion y también por la placenta. Es una estructura ovoide dividida en una

corteza exterior y una médula interior.

La corteza es una ancha zona que contiene los foliculos y los cuerpos luteos,
cubierta por un epitelio de superficie de tipo cuboidal bajo. El estroma cortical esta
compuesto por un tejido conjuntivo laxo. La tdnica albuginea es una gruesa capa de
tejido conjuntivo situada inmediatamente por debajo del epitelio de la superficie e
interrumpida por el crecimiento de los foliculos ovéricos y cuerpos luteos, siendo

apenas visible durante los incrementos en la actividad ovérica.

La médula que es el area interior en el que estan contenidos los nervios, un gran
numero de vasos sanguineos grandes y enrollados y vasos linfaticos. Durante la
foliculogénesis se pueden definir foliculos en cinco estadios morfolégicos, que a su vez,
se pueden agrupar en relacién al momento en el que se forma el antro folicular en:
foliculos preantrales (primordiales, primarios y secundarios) y antrales (terciarios y

preovulatorios) (Arias-Alvarez et al. 2007).

El resto del tracto reproductor se compone del oviducto, Utero, vagina y vulva.
El oviducto de la coneja permite la captacion del ovocito en el momento de la ovulacion
gracias al infundibulo que en el caso de la coneja es amplio y con numerosas fimbrias.
Este va seguido de una zona un poco mas amplia que es la ampolla tubarica donde se
producira la fecundacidn. La porcién terminal del oviducto es el istmo caracterizado por
su pequefio diametro (Imagen 13). La pared del oviducto esta formada por una mucosa
interna, capa muscular y serosa externa. La mucosa cuenta con numerosos pliegues

ampliados por subpliegues secundarios y terciarios entre los que yacen los capilares
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sanguineos. El epitelio es monestratificado, incluyendo células ciliadas y otras

glandulares, cuya proporcién varia con los ciclos de maduraciéon folicular.

Imagen 13. Vista dorsal del tracto reproductor de coneja. 1) ovario, 2) oviducto, 3) cuerno uterino, 4)
cérvix uterino doble, 5) fondo de la vagina.
Fuente: Rebollar PG. UPM-UCM

En la coneja, el Gtero no presenta practicamente cuerpo y esta compuesto por
dos cuernos y dos cuellos completamente independientes que forman un Utero doble. El
endometrio es glandular, el miometrio tiene dos estratos de musculatura lisa circular y
longitudinal, separados por un estrato vascular que irriga el 6rgano. En el centro de los

cuellos uterinos se encuentra el canal cervical cuya mucosa carece de glandulas.

La vagina es un drgano cilindrico, musculoso y con pliegues longitudinales.
Tiene una longitud de 14-19 cm y en el suelo de la misma se encuentra el orificio uretral
(Dal Bosco et al., 2011). La vulva es la parte externa del tracto reproductor con 1-2 cm
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de longitud (Imagen 14). Tiene dos gruesos labios y dispone de glandulas sebaceas,
sudoriparas a ambos lados. El color de la vulva indica el grado de receptividad sexual de
la hembra.

Imagen 14. Vulva (*), apertura de glandulas inguinales (=) y ano (@) de una coneja adulta.
Fuente: Rebollar PG. UPM-UCM.

2.- Oogénesis y Foliculogénesis

El desarrollo del oocito, denominado oogénesis, se produce simultaneamente al
crecimiento folicular o foliculogénesis. La oogénesis es el proceso por el cual células

diploides experimentan meiosis para producir gametos haploides altamente diferenciados y
especializados.

Segun Hutt et al. (2006), los foliculos de la coneja se pueden clasificar conforme
Se expone a continuacion.
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Foliculo primordial. El oocito se encuentra rodeado de una capa de células de la
granulosa planas conectadas entre si y al oocito mediante uniones en hendidura, las
cuales permiten el intercambio de pequefias moléculas, sefiales y nutrientes (Kidder y
Mhawi, 2002). El diametro del foliculo y del oocito en este estadio en la coneja esta en
torno a 30-44 um (Hutt et al., 2006). Los foliculos primordiales son la reserva ovarica
de oocitos primarios. El foliculo primordial puede quedar en estado de reposo o entrar
en desarrollo a modo de oleadas, progresando a los siguientes estadios. El porqué
algunos comienzan su desarrollo es alin un proceso que esta por clarificar.

Foliculo primario temprano. Comienza el inicio del desarrollo folicular
transformandose algunas células de la granulosa planas en cuboides. En este momento

el oocito esta rodeado de una mezcla de células planas y cuboides.

Foliculo primario. En este momento, el oocito esta rodeado de una Unica capa de

células de la granulosa cubicas.

Foliculo primario en crecimiento. El foliculo continGa su crecimiento observandose
un oocito rodeado de una o dos capas de células de la granulosa apoyadas sobre una

membrana basal que est4 rodeada de las primeras celulas de la teca.
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Foliculo secundario. Las células de la granulosa comienzan a proliferar formando dos
0 mas capas alrededor del oocito que también incrementa su tamafio. También pueden
observarse mas claramente las células de la teca.

Imagen 17. Corte histolégico de ovario de coneja. Foliculo secundario. HE.
Foliculo preantral. El oocito estd rodeado de varias capas de células de la granulosa y
se observa claramente la zona pelucida.

Foliculo antral pequefio. Estos foliculos presentan espacios ocupados por liquido

folicular, producidos por el metabolismo de las células foliculares.

Foliculo antral grande. El oocito crece hasta unos 133-135 pum presenta de seis a
nueve capas de células de la granulosa. Las pequefias cavidades llenas de liquido
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folicular comienzan a coalescer formando un antro de mayor tamafio. Estas células de
la granulosa van a expresar el receptor de FSH, aungue van a depender sobre todo de los
factores del oocito para crecer. (Jelinkova et al., 1994)

Foliculo preovulatorio o de Graff. El antro aumenta de tamafio y acumula gran
cantidad de factores de crecimiento, hormonas peptidicas y esteroideas, proteinas,
metabolitos energéticos y otras sustancias desconocidas (Sutton et al, 2003). Las células
de la teca interna y externa estdn completamente formadas, estas células expresan el
receptor de LH y producen andrégenos. Las células de la granulosa poseen receptores
para LH y FSH y producen progesterona y son capaces de aromatizar los androgenos
procedentes de las células de la Teca y convertirlos en estrégenos. Durante este periodo,

el oocito apenas aumenta su tamaro.

Y. \ ‘ i ! —
RO e, | Lendms  100um
\ ~ T LT L 87 & WARTTY
Imagen 18. Corte histoldgico de ovario de coneja. Foliculo preovulatorio con el ovocito en el centro del
foliculo . HE.

Cuerpos de Call-Exner

Son células de la granulosa dispuestas ordenadamente alrededor de un espacio de fluido

eosinofilico.
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En la coneja adulta, el tiempo medio que tarda un foliculo primario en alcanzar el
tamafio preovulatorio seria de unos 97 dias (Mariana et al., 1989). Si no se produce el
coito, las oleadas de desarrollo y regresion folicular son constantes, siendo la dindmica
habitual del ovario. Esto supone que los ciclos se superponen parcialmente cada 4-6
dias. En particular, durante el periodo post-parto, Diaz et al. (1987), sefialaron que
aparecia una primera oleada folicular al final de la gestacion, coincidiendo con la caida
de los niveles de progesterona circulantes en los dias 29 y 30 de la misma.

3.- Ovulacion y Luteinizacion

Tras la ovulacion, el resto de la cavidad antral se rellena de sangre procedente de
los vasos lesionados del estigma, dando lugar al cuerpo hemorragico. En poco tiempo,
los hematies y restos celulares son eliminados por los macréfagos, y la cavidad antral se
llena de fibroblastos con una matriz extracelular de aspecto hialino. En el cuerpo luteo
maduro, las células de la granulosa, que se transformen en células luteinicas, aumentan

de tamafio y se llenan de lipidos.
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Imagen 20. Corte histolégico de ovario de coneja con dos cuerpos luteos. HE

El cuerpo luteo (CL) se formar a partir de la pared del foliculo, que se destruye y
pliega después de la ovulacion. La rotura del foliculo conduce a una degradacion de los
tejidos que rodean la granulosa, sobre todo de la membrana propia, y a la liberacién de
la sangre de los vasos de la teca en el interior de la cavidad. Los pliegues tisulares que
protruyen hacia el interior de ésta contienen células de la teca y de la granulosa vy,
fundamentalmente, el sistema vascular que servird de soporte y crecimiento y
diferenciacion celular. Aunque las células de la granulosa son predominantes en el CL,
las de la teca también contribuyen de manera significativa a la composicion de su
estructura. Ambos tipos celulares se transforman y luteinizan, incrementando de tamafio
e incorporando gran cantidad de lipidos en su interior. La principal funcién del cuerpo
liteo es la de secretar progesterona, para preparar al Utero para el inicio y
mantenimiento de la gestacion. Las células de la granulosa producen progesterona y son
capaces de convertir los androgenos producidos por las células de la teca en estrogenos
gracias a la actividad aromatasa. Posteriormente el cuerpo lateo involuciona
transformandose en tejido conjuntivo, denominado cuerpo albicans, que se hunde en la
médula del ovario donde sera reabsorbido.
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4.- Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario

La accién tanto de la hormona foliculo estimulante FSH, como de la LH es
esencial para el desarrollo de dichos foliculos antrales. A su vez, el pico preovulatorio
de la LH provoca la luteinizacion de las células de la granulosa del foliculo
preovulatorio y éstas entonces comienzan a sintetizar mayoritariamente progesterona
(Van der Hurk y Zao, 2005).

En la mayoria de los animales, el sistema generador de pulsos para la liberacion
de gonadotropinas se incrementa en la fase folicular y disminuye en la fase luteinica del
ciclo estral (Marshall et al., 1991). Una elevada frecuencia de GnRH estimula la

secrecion de LH, mientras que una frecuencia menor, induce la secrecion de FSH.
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Imagen 21. Regulacién de la secrecion de LH y FSH por la frecuencia de pulsos de GnRH. Larsen et al.
En: Berne y Levy. Fisiologia. Ed., Elsevier Health Sciences Spain 62 ed.
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5.- Control Hormonal

Al parecer, en la mayoria de los mamiferos, en las etapas donde se producen los

foliculos primordiales, no hay una clara accion hormonal. A partir de la activacion de

estos foliculos, la accion hormonal tiene un papel importante, lo cual sucede en la

pubertad.

5.1.- Caracteristicas, Acciones y Control de la Hormona Luteinizante y
Foliculoestimulante en el Hembras
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Imagen 22. Fases del ciclo ovarico.
En: Fisiologia Humana: un enfoque integrado. Ed., Editorial Médica Panamericana, 6%d.

La FSH y la LH actuan de forma sinérgica en el desarrollo de los foliculos ovaricos y en

la ovulacion. La primera tiene un papel méas importante durante el crecimiento folicular,
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mientras que la LH predomina en los estadios finales desde la maduracion hasta la
ovulacion. La LH induce la ovulacién en la hembra y es necesaria para el desarrollo
inicial del cuerpo Iuteo. La FSH es la responsable del desarrollo inicial del foliculo
ovarico en la hembra, interactuando con las células de la granulosa. Durante la fase de
crecimiento folicular, se incrementan las concentraciones, en primer lugar de FSH y
posteriormente de LH. La FSH acelera el crecimiento de algunos foliculos primarios,
proliferando rapidamente las células de la granulosa y ademas, las células fusiformes
del estroma se agrupan formando dos capas celulares: la teca interna y la teca externa

muy vascularizada.
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Imagen 23. Eje Hipotalamo- Hipofisis-Ovario.
En: Guyton y Hall. Tratado de fisiologia médica. Ed. Elsevier Health Sciences Spain.
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Las células de la granulosa, comienzan a sintetiza grandes cantidades de liquido
folicular con una alta concentracion de estrogenos. Este proceso hace que las células de
la granulosa expresen receptores de FSH muy sensibles a los estrogenos. Tanto FSH
como los estrogenos, estimulan a los receptores de LH de las células de la granulosa. La
gran concentracion de estrdgenos y el incremento de LH, provocan la proliferacion de
las celulas tecales y de su secrecion (Hall, 2016b).

El hipotdlamo y la adenohipdfisis son capaces de responder a un aumento
sostenido de la secrecion de estrogenos, incrementando la de gonadotropinas,
mecanismo de accidn que se conoce con el nombre de retroalimentacion positiva o
feedback positivo. EI aumento de las concentraciones de estrogenos, que ocurre en la
fase final del desarrollo del foliculo antral, provoca un incremento de la secrecion de
gonadotropinas mediante el aumento de la frecuencia de liberacion pulsatil de GnRH. El
objetivo del aumento subito de gonadotropinas es la induccion de cambios dentro del
foliculo que conduzcan a su ruptura provocando la ovulacion. En momentos
preovulatorios, se produce un incremento de FSH y una mayor elevacion de las

concentraciones de LH, denominada Pico preovulatorio de la LH.

Los estrogenos disminuyen a medida que los foliculos responden al pico
preovulatorio de LH. Este particular mecanismo fisiolégico que marca el inicio de la
ovulacion, es eficaz porque permite al foliculo comunicar su estado de madurez al
hipotdlamo y a la adenohipofisis mediante los niveles de estrogenos, que aumentan al

progresar la maduracion folicular (Marques et al., revisado 2015).

La produccion de estradiol en las células de la granulosa implica la conversion de los
androgenos sintetizados en las células de la teca. La LH controla la sintesis de
androgenos en las células de la teca. Los andrdgenos son aromatizados a estrdgenos por
la enzimas aromatasa bajo en control de la FSH en las células de la granulosa. El
estradiol estimula la liberacion de liquido folicular desde estas células. Ademas el
estradiol inhibe la biosintesis de progesterona en el foliculo actuando para favorecer la

biosintesis de andrégenos en vez de pregnenolona. Sin embargo cuando el foliculo
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alcanza su tamafio maximo, la FSH induce la formacion de receptores de LH en las
células de la granulosa. Después de la oleada de LH, la ocupacion de estos receptores
por la LH dirige una parte de la sintesis de esteroides a la produccion de progesterona.
La produccion de progesterona de las células foliculares que quedan después de la

ovulacion es importante para que se consolide el Cuerpo luteo (Hall, 2016b).
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Imagen. 24. Modelo de dos células para la esteroidogénesis en el foliculo dominante
(Moadificado de : Porterfield Sp, Whyte Ba: Endocrine Physiology, 3% ed., Filadelfia, Mosby, 2007.)

Los estrogenos disminuyen la amplitud del pulso y la progesterona disminuye la
frecuencia de secrecion de gonadotropinas, lo que significa que durante la fase folicular,
la frecuencia del pulso aumenta por la ausencia de progesterona, mientras que la
amplitud del pulso disminuye por la presencia de estrogenos. Esta combinacién de
aumento de la frecuencia y disminucion de la amplitud de los pulsos es importante en la
fase final de crecimiento del foliculo antral en desarrollo (Marques et al., revisado
2015).
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Debido a que la progesterona afecta a la frecuencia de los pulsos de
gonadotropinas, se piensa que su efecto modulador se realiza a nivel del hipotdlamo. Se
cree que los estrogenos ejercen su efecto a nivel de la hipdéfisis y del hipotalamo.
Aunque existen diferencias en el sitio de accion segun las especie, parece ser que el
lugar donde la progesterona y los estrogenos actan en el hipotdlamo para producir la
retrofuncionalidad negativa de la secrecién gonadotropica, se encuentra en el nucleo
arcuato. Es probable que el sitio donde los estrogenos estimulan la liberacion de
gonadotropinas se localice en una posicion mas anterior en concreto, en la regién

predptica anterior del hipotalamo.

Otra hormona, la inhibina, también inhibe la secrecion de la gonadotropinas, en
particular de la FSH, durante las fases finales del desarrollo folicular.

6. La Pubertad de la Coneja

En el momento del nacimiento, las gonadotropinas son indetectables
aumentando tras el nacimiento, gracias al descenso de los estrégenos y la progesterona
previamente proporcionados por la placenta. A continuacion permanecen altas durante

algunos meses, pero después disminuyen y quedan suprimidas hasta la pubertad.

Durante el crecimiento prenatal, los precursores de los oocitos, conocidos como
oogonias (células germinales) sufren mitosis. En torno al nacimiento, la oogonia entra
en la profase de la primera division meiotica, denominandose entonces oocito. Los
oocitos permanecen en reposos hasta la pubertad, después de la meiosis se reanuda de

modo secuencial en unas pocas células en el ciclo estral.

El crecimiento temprano de los foliculos es independiente de la actividad
hormonal. Junto con el crecimiento folicular temprano las células de la granulosa

elaboran una membrana mucopoliscarida, la zona pelucida, alrededor del oocito.

El crecimiento folicular se detecta antes de la pubertad; sin embargo, este crecimiento
no culmina en la ovulacion hasta la pubertad.
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La pubertad en la coneja es comunmente considerada como el periodo de tiempo
en que comienza la funcién gonadal ciclica. Segun Teplitz y Ohno, (1963) y (Peters et al.,
1965), en la coneja las divisiones oogoniales comienzan el dia 21 de la vida fetal, las
oogonias se transforman en oocitos al final de la segunda semana de vida postnatal y hacia
la 3% semana éstos alcanzan la fase de diplotene, permaneciendo en dicho estado hasta el

inicio de la ovulacién.

De modo general se admite que las conejas alcanzan la pubertad hacia las 20
semanas de vida y cada vez las hembras destinadas a reproduccion son cubiertas méas
precozmente. Asi a principios de los afios 60, la primera cubricion se efectuaba a los 5,5 y
6 meses de vida mientras que 20 afios mas tarde se realizaba a los 4 meses tal y como
ocurre en la actualidad (Rebollar et al., 2014).

El estudio de los procesos por los cuéles las conejas llegan a ser sexualmente
maduras, ha llevado a observar que la concentracion de las gonadotropinas hipofisarias
empieza a aumentar entre los 30 y 50 dias de vida (YoungLai, 1986), unas semanas antes
de que en realidad la coneja haya alcanzado la madurez sexual (Hulot et al, 1982; observo
gue las conejas tienden a copular 1 6 2 meses antes de que sean capaces de ovular.

La hipdfisis de la coneja es capaz de responder a la GnRH con un aumento de los
niveles de LH a partir del dia 22 de vida; este hecho demostré que el eje hipotalamo-
hipofisario es funcional a partir de esta edad, pero esto no quiere decir que los niveles de
LH encontrados a estas edades (22 a 100 dias) sean suficientes para provocar la ovulacion
(Younglai, 1989).

Sin embargo el examen del ovario a las 11 semanas de edad muestra la existencia
de foliculos con "antrum" bien desarrollado (Levasseur, 1979), que son capaces de
responder a la accion de las gonadotropinas y susceptibles de excretar esteroides. El
estado de madurez que presenta el ovario a las 11 semanas seria suficiente para permitir un

comportamiento de estro (Hulot et al., 1982).

Sin embargo el comportamiento estral a las 11 semanas no significa que esas
conejas tengan capacidad para ovular. Esta aptitud sobreviene més tarde (14 semanas) y de
modo progresivo. Asi, en conejas de 12 semanas de edad la inyeccién de GnRH no
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provocd ovulacion, aunque incrementd los niveles de LH circulantes en todos los animales
tratados (YoungLai, 1985). Segun Hulot et al, 1982, el peso del animal influye en la
capacidad ovulatoria, de modo que en conejas de raza California se precisa un peso
minimo medio de 3 kg (3/4 del peso adulto) para obtener un porcentaje normal de hembras

ovulantes.

En conejas California se ha encontrado que a las 14 semanas presentan un nimero
de foliculos preovulatorios inferior a las de 17 y 20 semanas. No obstante las conejas de 14
semanas son muy sensibles a la estimulacion de los intentos de monta en dias sucesivos, de
modo que sus rendimientos reproductivos son equivalentes a los de edades superiores,
cuando la 12 cubricion tiene lugar al menos un dia después de un intento de monta (Diaz,
1987).

El fotoperiodo y la temperatura ambiental también influyen sobre la edad a la que

se alcanza la pubertad.

Experimentalmente se ha constatado que existe relacion entre el desarrollo de las
poblaciones foliculares y el comportamiento sexual (Lefevre y Caillol, 1978; Gosalvez,
1985; Castrovilli y col. 1986). La distribucion de los foliculos de conejas que aceptan la
monta se caracteriza por un mayor numero de gruesos foliculos preovulatorios, en

particular los que superan las 1.500 p.

Por otro lado, existe una relacion inversamente proporcional entre los niveles
plasmaticos de progesterona y el comportamiento sexual, de modo que cuanto mas bajos
son dichos niveles, mayor es la probabilidad de que la coneja acepte al macho (Stoufflet y
Caillol, 1986; Forcada y Abecia, 1990).

También se ha observado una relacion importante entre la lactacion y el
comportamiento estral de la coneja, de forma que tanto la fase de lactacién como el
namero de gazapos lactantes influyen significativamente sobre la tasa de aceptacion a la
monta. Segun Theau-Clement and Roustan 1992), las conejas menos receptivas se
presentaron sobre todo en torno a los dias 3-5 de lactacion y tenian un nimero de gazapos

lactantes significativamente mayor que las conejas mas receptivas.
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7. El ciclo estral de la Coneja

La mayor parte de los mamiferos domésticos presentan fendmenos ciclicos de
actividad, los cuales se repiten al final de una fase de actividad sexual maxima
denominada celo, estro. La coneja, es un animal que no presenta un ciclo regular o, por
lo menos éste ofrece variaciones muy acentuadas. Para algunos, el ciclismo ovarico esta

muy vinculado a las condiciones ambientales y nutricionales.

La variabilidad con que se presentan los fenomenos sexuales han sugerido dos
teorias al respecto: una que niega la existencia de un ciclismo ovarico como tal y otra,

gue se muestra partidaria del mismo.

1.- Teoria de la no existencia de un ciclo sexual.- Hill y White, citados por

Lleonart et al, 1980 considerando las teorias de Hammond, pensaron que la coneja
carecia de ciclo estral, afirmando que estan en un estado de celo continuo cuando las
condiciones nutritivas les son favorables. Para estos autores los ciclos de maduracion
folicular se producian en oleadas de 7 a 10 dias e ininterrumpidamente. En fin, al no ser
la ovulacion en esta especie una consecuencia directa de la culminacién del desarrollo
folicular, la coneja no presenta ciclo estral, por lo que se requiere de la estimulacién
coital para desencadenar la descarga ovulante de GnRH.

2.- Teoria del ciclo estral.- Diversos autores mantienen que la coneja presenta un

ciclo estral de 16-17 dias, a lo largo de los cuales seria fecundable durante 13. Lane
Peter, citado por Lleonart et al, 1980 manifiesta que el ciclo dura 16 dias, de los cuales
resultan fecundables del segundo al décimo cuarto. La duracion de la fase de anestro
oscila, segun diversos autores de 46-48 horas, durante las cuales las conejas rechazan
sistematicamente el coito. La totalidad de los autores partidarios de la teoria del
ciclismo en la coneja, consideran que se trata de un ciclo incompleto, pues la ovulacién
no se da espontaneamente, sino que en realidad es inducida por el contacto sexual; por

lo que en definitiva, es un ciclo estral monofasico bloqueado en la fase de celo.
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IV. INMUNOESTERILIZACION ANIMAL

La basqueda del método contraceptivo no quirtrgico ideal para los animales se
ha llevado a cabo durante todo el siglo XX y continGa en la actualidad. EIl producto
adecuado debe ser seguro, fiable, reversible, de facil aplicacion y, a ser posible,
econdmico. Pese a que se han descrito procedimientos tan variados como inyecciones
intratesticulares o intraepididimales, vacunas antiproteinas de la zona pelicida o
antirreceptores de la LH o de la GnRH, los tratamientos hormonales son los mas

frecuentemente utilizados.

Los progestagenos son los farmacos mas habitualmente utilizados para inducir
una esterilizacién quimica tanto en el macho (acetato de ciproterona o de delmadinona)
como en la hembra (acetato de megestrol o de medroxiprogesterona, proligestona). Si
bien son altamente eficaces, también son conocidos por sus efectos secundarios tales
como el desarrollo de piometra e hiperplasia glandulo-quistica del utero, accién
diabetdgena, aumento del riesgo de aparicién de tumores de mama y del resto del
aparato genital, alteracion de forma permanente de la calidad del semen, etc. Los
androgenos como la mibolerona en la hembra o el danazol u otros derivados de la
testosterona en el macho también pueden ser utilizados, aunque implican efectos
secundarios como vaginitis, hipertrofia del clitoris y hepatotoxicidad. Si bien, el método
mas popular para el control de la reproduccion es la esterilizacion quirdrgica, este
procedimiento, aplicado a programas masivos, resulta de alto costo. Ademas, Olson y
Johnston (1993) y Olson (2002) sefialan que la necesidad de regular las poblaciones de
animales abandonados, con el objeto de disminuir los costos que implican la captura,
mantencion y eutanasia de los mismos, ha estimulado la busqueda de nuevas opciones

anticonceptivas para caninos y felinos.

La necesidad de encontrar tratamientos alternativos a estos farmacos y
alternativas quirargicas, ha hecho que el trabajo de los ultimos afios se haya focalizado
en la modificacion de la funcion de la GnRH que por su capacidad para dirigir el eje

hormonal de la funcién reproductiva, actualmente esta considerada como la piedra
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angular del control de la fertilidad en los mamiferos. Hasta la fecha, existen tres

posibles tratamientos para modificar la funcionalidad de la GnRH:

1-Antagonista competitivo de los receptores de GnRH: son productos que
bloguean el celo cuando se administran durante los tres primeros dias del proestro, para

posteriormente volver a entrar en celo 20 dias después.

2-Agonistas de la GnRH: Aquellos que debido a su escasa vida media deben
ser administrados mediante un implante subcutaneo (desloredina o nafarelina) que los
libera de forma sostenida.
Estos implantes actian como una bomba osmética que libera el producto de forma
constante, produciendo un doble efecto. Durante los 2 a 4 primeros dias provocan un
aumento marcado de la secrecion de FSH y LH conocido como el efecto “flare up” que
induce una hipertestosteronemia marcada en el macho y la aparicion del celo en las
hembras. Pasado este tiempo, se produce una desensibilizacion de los receptores que
hace que las concentraciones plasmaticas de FSH y LH vuelvan a sus niveles basales al
cabo de 9 dias y que exista una verdadera esterilizacion quimica a los 15 dias de media.

Cualquiera que sea el agonista de GnRH utilizado, el diametro testicular
disminuye alrededor de 3 veces respecto del volumen inicial durante el transcurso de las
5 primeras semanas tras la implantacion. Los valores de FSH, LH y testosterona
aumentan bruscamente a partir de los 20 primeros minutos, y todos vuelven a sus
valores iniciales en unas 5 horas. Las experiencias realizadas con el implante de 4,7 mg
de desloredina muestran que el nivel de testosterona del 80% de los perros es basal al
cabo de 17 dias, aunque esta respuesta es muy variable, oscilando entre 6 y 25 dias, e

incluso en un perro esto no ocurrié hasta pasados 32 dias (Trigg et al, 2008).

La fertilidad disminuye de forma progresiva, de forma que, a los 35 dias de
administracion del implante, existe un aumento de entre el 7% y el 70% de las
anomalias espermaticas y la inmensa mayoria de perros son completamente

azoospérmicos al cabo de las 4 a 6 primeras semanas. Sin embargo, las observaciones
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descritas por (Hoffmann , 2005), indican que estos animales pueden continuar

mostrando interés por las hembras en celo.

En el caso de los gatos, el comportamiento sexual, el marcaje, la agresividad y el
riesgo de fuga suelen ser tan engorrosos para el propietario que al no existir alternativas
satisfactorias, la inmensa mayoria de gatos de raza son castrados quirirgicamente a
pesar de sus cualidades como reproductores. Los agonistas de la GhnRH pueden suponer
la solucidn a este problema. El Unico estudio realizado hasta la fecha muestra como los
niveles de testosterona en el gato son inferiores a 0,1 ng/ml entre los 30 y 60 dias
posteriores a la implantacion, permaneciendo basales durante al menos 390 dias. El
volumen testicular disminuye entre 3 y 4 veces y el comportamiento de macho
desaparece casi por completo durante todo el tiempo en que la testosterona permanece
basal (Romagnoli et al, 2010).

La utilizacion de los agonistas GNnRH en la hembra tiene como inconveniente
que puede desencadenar el celo segun el estado del ciclo en que son implantados. En un
estudio realizado por (Trigg et al, 2006), ninguna de las perras prepuberales de 4 meses
de edad mostré signos de celo durante los 9 meses posteriores a la implantacion.

Por otro lado, existen muchas menos probabilidades de desencadenar el celo cuando se

pone el implante durante la fase de diestro temprano o medio, sin que exista ningun
efecto secundario ni siquiera en perras prefiadas, que no parecen presentar ningdn

problema a la hora del parto (Trigg et al, 2001).

Existe muy poca informacion bibliografica por el momento, en gran parte debido
a que la ovulacion en la gata debe ser inducida, con lo que los parametros hormonales
son mas dificilmente controlables. Los estudios muestran que el efecto “flare up” hace
aumentar la tasa de estrégenos durante unos 30 dias, para luego permanecer basal
durante 8 a 14 meses con los implantes de 6 mg de desloredina y durante mas de 18

meses con los implantes de 9,4 mg.
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Ninguna gata implantada con 20 mg de nafarelina present6d signos de celo
durante 3 afios y solo dos mostraron un aumento de la progesterona a 2,5 afios mientras

estaban permanentemente en contacto primero con machos vasectomizados.

Estos implantes ofrecen unas perspectivas muy prometedoras en el area de la
reproduccion, tanto por su inocuidad como por su gran variedad de aplicaciones.
Ademas de la esterilizacion quimica y el retardamiento de la pubertad, los agonistas de
la GNRH pueden ser utilizados para tratar todo tipo de patologias ligadas a las hormonas
sexuales como problemas comportamentales (agresividad, marcaje urinario, riesgo de
fuga), patologias prostaticas, hiperplasia vaginal, riesgo de aparicion de tumores de

mama, incontinencia...

Por otro lado, el efecto “flare up” es un arma de doble filo. Si bien la induccion
del celo es muy interesante en reproduccion asistida, en el contexto de esterilizacion
quimica de la hembra es un efecto secundario que limita su utilizacion y para el que ain
no se ha encontrado una solucion totalmente eficaz. Ademas, en teoria puede agravar
inicialmente los sintomas de ciertas patologias hormono-dependientes, por lo que su uso

debera ser utilizado con precaucion.

La reciente introduccion en el mercado de los implantes de agonistas de la
GnRH abre la puerta a un tratamiento eficaz y sin efectos secundarios, y es una de las
mayores revoluciones de los ultimos afios en el mundo de la reproduccion veterinaria de

los animales de compafiia.

3-Inmuno-esterilizacion: Consiste en administrar un antigeno anti-GnRH para
conseguir la produccion suficiente de anticuerpos para inhibir la funcion de la GnRH.
Se considera generalmente como una alternativa relativamente favorable al bienestar.
En comparacion con la castracion quirargica sin alivio del dolor, evita el dolor agudo y
las complicaciones postoperatorias relacionadas con el procedimiento (especialmente
criptorquidia o hernia inguinal). El dolor provocado por inmunocastracion se limita sélo
a la insercion de la aguja durante la vacunacion (Prunier et al., 2006). Mientras que
algunos autores no han indicado la existencia de reacciones secundarias notables

causadas por la vacunacién (Einarsson, 2006; Bilskis et al., 2012), observaron una
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reaccion inflamatoria de tejido local en un nimero relativamente elevado de animales

vacunados.

La inmunocastratacion no es aplicable sélo a cerdos pequefios y jovenes, sino
también a animales mas viejos (por ejemplo, jabalies ) o hembras (como se practica en
cria de raza ibérica), donde las heridas de castracion, las complicaciones postoperatorias
y el dolor asociado presentan un problema de bienestar, especialmente cuando la
aplicacion de anestesia / analgesia no se lleva a cabo correctamente. En comparacion
con la produccion masculina entera, la inmunocastracion reduce la agresividad y las
alteraciones del comportamiento sexual que vienen con el inicio de la pubertad (es
decir, 5-6 meses de edad). Poco después de la inmunizacion eficaz, el comportamiento
de los inmumizados se vuelve similar al de los castrados quirdrgicos, incluyendo el
aumento de la ingesta de alimento (Cronin et al., 2003, Zamaratskaia et al., 2008a,
Rydhmer et al., 2010, Fabrega et al., 2010, Albrecht et al., 2012).

El comportamiento méas calmado es importante no solo para el bienestar de los
animales, sino también para las canales de los animales y la calidad de la carne (menor
incidencia de lesiones cutaneas, como consecuencia de menos combates y monta antes
del sacrificio). En este periodo, los animales son a menudo mezclados, lo que
desencadena la agresion relacionada con el establecimiento de la jerarquia social entre
los animales (Bolher et al., 2005; Turner et al., 2006). Para los inmunocastratos, en
comparacion con machos enteros y castrados quirdrgicos se mostro un nivel intermedio
de lesiones cuténeas causadas por dientes (es decir, agresion directa) (Skrlep et al.,
2011). Presentando las siguientes ventajas:

eDolor minimo, sin efectos secundarios.

e Reduccion de la agresividad, de las lesiones corporales (en la cria en grupo,

en la mezcla de animales desconocidos, especialmente antes del sacrificio).

La vacunacion contra la GnRH (inmunocastracion) en cerdos a afecta la produccion de
hormonas esteroides testiculares en los machos resultando en atrofia del tracto
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reproductivo y menor agresividad (Dunshea et al., 2001, Hennessy, 2006; Zamaratskaia
et al, 2008a, b), mientras que en las hembras resulta en la supresion de la ciclicidad
ovarica y el comportamiento del estro (Hernandez-Garcia et al., 2013). Los cerdos
inmunocastados cambian rapidamente el metabolismo a castracion, con el aumento del

consumo de alimento y la deposicion de grasa.

Si los cerdos son sacrificados alrededor de los seis meses de edad, cuanto mas
largo es el tiempo transcurrido entre la segunda dosis y el sacrificio, mayores son las
diferencias entre los inmunocastratos y los machos enteros y la similitud con los

castrados quirdrgicos (Lealiifano et al., 2011, Skrlep et al. 2012a).

La eficacia de la vacuna ha sido considereda como “reversible". De acuerdo con
los estudios disponibles, no se ha descrito ninguna restitucion de la funcion reproductiva
hasta 8 (Kubale et al., 2013), 10 (Brunius et al., 2011) o incluso 16 a 22 semanas
(Zamaratskaia et al., 2008a , Einarsson et al., 2009) después de una inmunizacion
eficaz. Incluso hay indicios de que la pérdida irreversible de la capacidad reproductora
puede estar asociada con la primera vacunacion (Einarsson et al., 2009). El protocolo
triple de vacunacion ya fue probado y se practica en la cria libre de cerdos ibéricos tanto
en machos como en hembras (Hernandez-Garcia et al., 2013, 2015a). Presentan una
inmunidad duradera al menos 20 semanas después de la tercera dosis (Dalmau et al.,
2015) se beneficia tambien de un crecimiento mas rapido y de lotes mas homogéneos en

cerdas jovenes inmunocastradas (Fernandez-Moya, 2011).

Aparte de las propiedades beneficiosas de la inmunocastracion, también hay
varios inconvenientes (Skrlep et al., 2014, Candek-Potokar et al., 2015). A saber, la
vacuna anti-GnRH es eficaz también en otras especies y seres humanos, presentando el
peligro de abuso y autoinmunizaciéon de los operadores. La autoinyeccion accidental
puede producir efectos en las personas similares a los observados en los cerdos. El
riesgo de estos efectos es mayor después de una segunda o posterior inyeccion

accidental que después de una primera inyeccion (European Medicine's Agency, 2010).
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Ademas, a pesar de la alta eficiencia del método, la inmunocastracion no es
100% fiable, siempre hay un cierto numero de los Ilamados "no efectivos™ (1-3%)

como lo demuestran varios informes (Kubale et al. 2013).

Las razones pueden ser puramente técnicas (insuficiencia / falta de aplicacion de
la vacuna o debido a la verdadera falta de reactividad inmunoldgica (debido a factores
como la mala salud, la severa restriccion de alimentacion o el estrés), que aun no se ha
explorado suficientemente. Una vez vacunados, es dificil evaluar si los cerdos fueron
efectivamente inmunizados (solo en la base de la observacion del tamafio de losm
testiculos). Esto sOlo es posible después del sacrificio. Algunos sistemas de cria
incluyen periodos de restriccion de alimentos, que podrian estar asociados a una menor
respuesta de inmunizacion (Hernandez-Garcia et al., 2016), sin embargo esto
probablemente podria resolverse mediante la adaptacion de los protocolos de

alimentacion y vacunacion.

Ya en los ultimos afios de este siglo un nuevo producto, como vacuna
inmunoldgica, salié al mercado, dentro de las vacunas frente a GnRH. Es el caso de
Improvac Pfizer®, solucién inmunologica desarrollada en cerdo para evitar el desarrollo
del olor sexual. Este medicamento inmunoldgico utiliza como antigeno un analogo
sintético de la GnRH, unido a una proteina transportadora para que sea inmundgeno, €s
decir, para ayudar a desencadenar la respuesta inmunitaria. Dicha combinacion es
bastante similar a la GnRH natural para ayudar a desencadenar la produccion de
anticuerpos que neutralizen la GnRH, pero lo suficientemente diferente para que no
tenga actividad hormonal, ya que no se puede unir al receptor de la hipofisis. Al no
unirse al receptor de la hipdfisis no se va a inhibir la produccion de las hormonas

reproductivas.

Los efectos beneficiosos de la inmunizacién se obtienen por la disminucion de la
funcion testicular que resulta de la reduccion de la actividad de la GnRH. Esto conduce
a la reduccion de la producciéon y concentracion de testosterona y otros esteroides
testiculares, incluyendo la androstenona, una de las principales sustancias responsables

del olor sexual. Después de la segunda vacunacion, puede esperarse una reduccion del
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comportamiento tipico de los machos como monta y agresividad cuando se juntan con

machos de otros corrales, para lo cual fue desarrollado dicho farmaco.

En este trabajo de investigacion se utiliza este producto con el objetivo de
valorar su efectividad en el campo de la reproduccion, utilizando el conejo como
modelo animal.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El control de la reproduccion es una disciplina desarrollada desde hace mucho
tiempo y a muchos niveles, tanto en medicina humana como en veterinaria. Para su
estudio es necesario conocer la fisiologia del eje hipotdlamo-hipofisis-gonada, ya que es
el responsable de coordinar y mantener las funciones reproductivas. De forma concisa,
estas funciones, se pueden describir diciendo que, en respuesta a la liberacion pulsatil
de la hormona liberadora de gonadotropina hipotalamica (GnRH), se produce la sintesis
y secrecion de las gonadotropinas hipofisarias, la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo-estimulante (FSH), que en definitiva, van a modular la funcion

reproductora.

Para el control de la reproduccion se venian usando procedimientos muy
variados como la esterilizacion quirdrgica, inyecciones intratesticulares o
intraepididimales, vacunas antiproteina de la zona pelucida o antireceptores de la LH o
de la GnRH. Estos tratamientos se han utilizado frecuentemente, pero si bien son
altamente eficaces, también son conocidos por sus efectos secundarios indeseados como
piometra, hiperplasia del utero y aparicién de tumores entre otros. (Kutzler y Wood,
2006).

Para el estudio de un método eficaz, seguro y econdémico alternativo a las
practicas habituales desarrolladas hasta la actualidad, se han focalizado esfuerzos en el
desarrollo de productos inmunogeénicos anti-GnRH con una mayor duracion del efecto

inmunoesterilizante.

Se planteo este proyecto, para valorar la idoneidad de la utilizacion del conejo
como modelo experimental adecuado para el trabajo de investigacion (Fischer et al.,
2012). Dentro de los animales utilizados en experimentacion los roedores son los mas
utilizados, sin embargo el conejo presenta una serie de ventajas sobre ellos como son: su
tamafno que favorece los procedimientos quirdrgicos y de muestreo, su facilidad de
manejo, su coste de mantenimiento, sus caracteristicas reproductivas (rapido desarrollo
sexual, corta duracion de la gestacion, similitudes placentarias con la mujer, elevada

prolificidad, etc.)
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Ademas, esta especie se viene empleando en estudios de reproduccién ya que los
embriones de conejo son ampliamente utilizados en la embriologia experimental y la
medicina reproductiva (Fischer y Meuser-Odenkirchen, 1988). El conejo es una especie
que presenta como caracteristica especial una ovulacién inducida por el apareamiento o
la estimulacién hormonal, permitiendo asi conocer el momento exacto de los
acontecimientos reproductores, por un lado, y el ajuste del trabajo con el animal a las
condiciones experimentales, por otro. Asi Foote y Carney, (2000) describieron al conejo
como modelo para el desarrollo de estudios reproductivos y toxicologicos y Honda et
al. (2010) lo utilizaron como modelo para el estudio de células madre en el campo de la

medicina regenerativa humana.

Esta presente Tesis doctoral ha tenido como objetivo el estudio de los efectos de la
administracion de una vacuna anti-GnRH (Improvac ® Pfizer), sobre la fisiologia de la
reproduccion del conejo tanto macho como hembra: a nivel: 1) inmunologico,
valorando la presencia y evolucion de la produccion de anticuerpos, 2) endocrino,
estudiando la produccion de hormonas ligadas a la reproduccién en cada sexo y 3)
morfologico, determinando los efectos en el peso de los individuos, de sus gonadas asi
como las consecuencias a nivel histologico. De esta forma, se pretende dejar la puerta
abierta a nuevas investigaciones sobre posibles acciones terapéuticas de aquellos
procesos patoldgicos que necesiten una inhibicion de la funcién del aparato reproductor
en medicina humana (Ezaki et al., 2015), como pueden ser los estudios de reproduccién
asistida, (Neuspiller et al., 2005) hipogonadismo hipogonadotréfico (lbafiez et al.,
2002), retraso de la pubertad, ovario poliquitico, (Ibafiez et al., 2002). En veterinaria
puede aplicarse como, un método de control de camadas indeseadas (Xing-fa et al.,
2013), para la disminucion de la agresividad, para la mejora del comportamiento animal
y de la calidad de la canal ademas de un aumento del bienestar animal (Van den Broeke
et al., 2016).
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I. ANIMALES

1. Eleccién del Animal

Para la realizacion de esta Tesis Doctoral se han utilizado un total de 48 conejos 24
machos y 24 hembras, hibridos de la estirpe Blanco de Nueva Zelanda x Californiano
procedentes de la granja experimental cunicola sita en la Escuela Técnica Superior de
Ingenieria Agrondmica, Alimentaria y de Biosistemas de la Universidad Politécnica de
Madrid. Se ha elegido, el conejo, por ser una especie animal con adecuadas carateriticas
reproductivas para este tipo de estudios, y ademas por ser de facil manejo gracias a su
docilidad y tamafio y por tener grandes vasos sanguineos que facilitan la obtencion de

muestras.

Todos los animales habian sido desparasitados con (Febendazol, 10-20mg/kg PO) y

vacunados frente a mixomatosis y enfermedad virica hemorragica.

2. Condiciones de Alojamiento y Alimentacion

Todos los procedimientos realizados en este proyecto fueron aprobados por el Comité
de Etica en Experimentacion Animal de la UCM (n° de expediente 12/2013) y de la
UPM (Ref. PROEX302/15).

Los animales fueron alojados en las habitaciones del animalario del Departamento de
Fisiologia de la Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, que
retne los requisitos exigidos por la Comunidad de Madrid y el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (Animalario registrado con el nimero EX-011-U).

Las condiciones de alojamiento fueron las siguientes: se utilizaron jaulas individuales
de acero inoxidable de 48 x 61 x 46 cm; la comida se administro en forma de pellet
comercial especifico para lagomorfos (NANTA SL) con 533g/kg de fibra, 16 g/kg de
proteina, 31,5g/kg de grasa y 16,4MJ/kg de energiaa razon de 150 g/dia. El agua de
bebida se administro "ad libitum", con la utilizacion de bebederos automaticos. La
habitacion se mantuvo con ambiente controlado: temperatura de 20-22°C, humedad

relativa del aire 50-55% y 10-15 renovaciones de aire por hora.
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La iluminacion de la habitacion se reguldé autométicamente utilizando un ciclo
de luz/oscuridad de 12/12h, durante toda la experimentacion. En estas condiciones
permanecieron los animales durante el periodo de aclimatacion de 15 dias y el periodo
experimental. Todos los animales fueron explorados y examinados diariamente para

comprobar su estado de salud.

Il PROTOCOLO DE EXPERIMENTACION

1. Experimento I: Administracion de un Inmundégeno anti-GnRH en Conejos
Macho Prepuberes.

Este experimento se llevd a cabo con 24 machos preplberes. Los animales
presentaron unos pesos comprendidos entre los dos kilos y medio al principio del
estudio y una edad de 1mes hasta cuatro kilos al final del experimento y una edad de 6

Meses.

Todos los animales se identificaron por microchip (lado izquierdo del cuello)
para un mayor control sanitario e identificacion en todo momento. Antes de proceder a

la inmunizacidn se rasuré y desinfect6 el dorso de todos los animales.

El producto empleado para la inmunizacion es una anti-GnRH que contiene un
péptido conjuado de GnRH en una base acuosa como adjuvante (Improvac®) Pfizer
Animal Health SA. En todos los animales se inyectd via SC el inmundgeno en
diferentes zonas y en dos momentos: a las 11 semanas de edad y un mes mas tarde, a las
15 semanas de vida del animal. Las dosis que se han utilizado en este trabajo de
investigacion fueron obtenidas de los trabajos realizados por Xingfa Han et al, 2014 y
por Xingfa Han et al, 2013 ya que es la bibliografia mas reciente, a pesar que la vacuna

utilizada no es la misma.

Los animales se agruparon de forma aleatoria en cuatro lotes dependiendo de la
dosis que se les iba a administrar. De esta forma los animales se dividieron en los

siguientes grupos:
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1.1.- Grupos Experimentales y Tratamiento de los Machos

GMV100: Machos inmunizados con una concentracion de inmundgeno de 100 pg/mL.
GMV50: Machos vacunados con una concentracion de inmundgeno de 50 pg/mL.
GMV25: Machos vacunados con una concentracion de inmundgeno de 25 pg/mL.

GMC: Machos control a los que se les administro de la misma forma, suero fisiologico.

2. Experimento I1: Administracion de un Inmunégeno anti-GnRH en Conejos
Hembra Prepuberes

2.1.- Grupos Experimentales y Tratamiento de las Hembras

A todas las hembras se les administré el inmundgeno con la misma pauta que a los

machos y estos son los grupos experimentales:

GHV100: Hembras vacunadas con una concentracion de inmundgeno de 100 pg/mL.
GHV50: Hembras vacunadas con una concentracion de inmundgeno de 50 pg/mL.
GHV25: Hembras vacunadas con una concentracion de inmunogeno de 25 pg/mL.

GHC: Hembras control a las que se les administré de la misma forma, suero
fisioldgico.

3. Periodo Experimental de los Experimentos | y 11
3.1. Fase Pre-Experimental

La duracion de esta etapa fue de 15 dias durante la cual, los animales fueron

inspeccionados y controlados sanitariamente para facilitar su correcta adaptacion a las
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nuevas condiciones de alojamiento, consiguiendo asi, que sus contantes fisioldgicas se

mantuvieran estables y minimizar el posible estrés que pudieran presentar.

3.2. Fase Experimental

Durante este periodo todos los conejos fueron pesados semanalmente para

comprobar su estado de nutricion y salud.

3.2.1.- Protocolo de recogida de muestras sanguineas

Para la realizacion de este estudio se han tomado muestras sanguineas a todos
los animales, desde la semana 11 hasta la semana 19 de vida, efectuando la extraccion
siempre a la misma hora (9:00 am), para evitar variaciones debidas al ritmo circadiano
hormonal. Tal y como muestra la figura 1, las tomas de muestras sanguineas
denominadas T-1, TO, T1, T2, T3, T4 y T5, se efectuaron siguiendo un cronograma
disefiado para obtener la mayor informacion posible. La T -1 fue realizada a las 11
semanas de vida (etapa prepuberal) de los animales e inmediatamente antes de la
administracion de la primera dosis del tratamiento inmunogénico en las diferentes
concentraciones segun el grupo y la inoculaciéon de suero salino a los grupos control,
tanto de machos como de hembras. La TO se efectuo a las 15 semanas de vida e
inmediatamente antes de la inoculacién de la segunda dosis de. EI muestreo sanguineo

de T1 a T5, se realizé6 semanalmente.

A las 25 semanas de vida se realizd una estimulacion hipofisaria mediante la
administracion de, gonadorelina, un anélogo sintético de GnRH (Inducell GhnRH®,
Laboratorios Ovejero, Ledn, Espafia), via intramuscular. Las extracciones sanguineas se
realizaron en los minutos 0, 60, 120 y 180 post-inyeccion (Tomas 6, T7, T8, y T9). La
ultima muestra (T10) se extrajo en la semana 26 de edad e inmediatamente se procedio

al sacrificio de los animales.
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Figura 1: Esquema de los diferentes momentos importantes del periodo

La extraccion se realizo en la arteria central de la oreja con agujas de 21G y con
la ayuda de cepos blandos (Bolsa de contencion, Mole) para la sujecion e
inmovilizacion de los animales, utilizando el método de Illera (1990), mediante el cual
se consiguen cantidades suficientes de sangre evitando la lesion del vaso y sin forzar la
salida de sangre para no provocar hemdlisis.

Imagen 25: Arteria central de la oreja del conejo Imagen 26: Método de sujecién de conejos
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3.2.2.- Protocolo de recogida de muestras tisulares

En la semana 26 de vida, los animales fueron eutanasiados mediante la
administracion por via intravenosa en la vena marginal de la oreja, de un preparado
farmacolégico (T 61® Intervet International GMBH, Alemania) especifico para ello y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras el sacrificio de los animales de cada
grupo, se aislaron diferentes 6rganos y tejidos de interés de cada uno de ellos, tanto de

machos como de hembras.

En los machos una vez extraidos los testiculos, se separaron del epididimo y de
la grasa que les rodeaba. Se pesaron con una bascula de precision (Adam ACB plus-

300), se midieron con un palmer milimitrado y se etiquetaron.

Los ovarios de las hembras se separaron de los tejidos adyacentes y también se
pesaron y midieron. Ademas, se contaron los cuerpos luteos, hemorragicos y foliculos
que se observaron en la superficie del ovario. Posteriormente las gonadas se incluyeron
en formol (Formaldehido 3,7- 4,0% tamponado a pH=7 y estabilizado con metanol. DC

Panreac) para su posterior analisis histolégico.

1l DETERMINACION DE PARAMETROS Y METODOLOGIA UTILIZADA

1. Determinacion de la Titulacién de Anticuerpos anti-GnRH en Conejos
1.1. Fundamento de la Técnica ELISA Indirecto

La técnica ELISA Indirecto se basa en la reaccion entre el antigeno fijado a una
fase solida y el anticuerpo especifico que se encuentra en la muestra problema. Para
revelar esta union antigeno-anticuerpo se necesita la adicion de un segundo anticuerpo
anti-especie unido a una enzima. Se produce una segunda reaccion de union entre los
dos anticuerpos. A continuacion, se mide la fraccién del anticuerpo secundario unido al
complejo mediante la reaccion del sustrato-cromogeno con la enzima, lo cual se traduce
en la oxidacion del cromdgeno produciéndose una reaccion coloreada cuya intensidad

seréa directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos de la muestra problema.
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1.2. Pasos previos para el desarrollo de la técnica

En primer lugar se tuvo que desarrollar, poner a punto y validar esta nueva
técnica ya que no existen kits comerciales para determinar el titulo de anticuerpos
especificos anti-GnRH de conejo. Los resultados de la validacion, se expondran en el
apartado de “resultados” los cuales fueron satisfactorios para la utilizacion de nuestra
técnica.

Todos los pasos realizados para la validacion de la técnica, siguieron las
recomendaciones de las Normas de Validacion de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE).

1.- Dilucién de las muestras

Primeramente, se eligieron muestras de suero de los animales tratados que se
consideraron altamente positivas y se realizaron diluciones seriadas desde pura hasta
1/64.000. Posteriormente se eligieron aquellas que dieron una respuesta especifica,
suficientemente fuerte. En nuestro caso, se opto por aquellas diluciones que tuvieron las
méaximas densidades opticas de muestras indudablemente positivas, sin llegar al limite

superior que es capaz de discriminar el espectrofotometro.

2.- Controles

Se realizaron diferentes pooles de sueros negativos procedentes de animales no
vacunados y de varios pooles de sueros positivos que se presupusieron correspondientes
a niveles bajos, medios y altos de anticuerpos anti-GnRH. En todas las placas se

incluyeron controles positivos y negativos.

3.- Curva estandar

Ante la imposibilidad de obtener anticuerpos anti-GnRH especificos de conejo, se
decidi6 realizar una curva estandar con un pool positivo que se consider6é de niveles

medios. Los resultados se ajustaron utilizando un algoritmo de 5 parametros logisticos.
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1.3. Desarrollo de la Técnica ELISA Indirecto

1.- Inmovilizacion del antigeno, en este caso GnRH (GNRH1 Protein antibodies-
online, Alemania), a la fase soélida, placa de poliestireno de 96 pocillos de alta
absorcion, (Ninety-six—well EIA high-binding. Corning Inc, Corning NY USA), a una
dilucion 1/200 en tampdn carbonato bicarbonato 0,2 M pH 9,6 (Coating buffer)
(BupH™ Carbonate-Bicarbonate Buffer Packs. Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA), afiadiendo 100 pL en todos los pocillos, excepto aquellos que actuaron como
blanco, durante 1 hora a 37°C y en agitacion (Shaker dts-4 sky line, ELMI).

2.- Fase de Blogueo. Se afiaden 300 pL/pocillo de una solucion tampén fosfato
salino (PBS) con 1% de albumina sérica bovina (BSA), pH 7,4 (Sigma Chemical, St
Louis, MO, USA) (Blocking buffer) durante 8 horas a 4°C.

3.- Adicion de 100 pL/pocillo, por duplicado, de controles positivos y negativos
y de las diluciones de las muestras (1/2.000, 1/4.000; 1/8.000) en buffer EIA compuesto
por una solucion tampon PBS (Buffer fosfato salino) con 0,1% de BSA, pH 7,4. Se

dejaron en incubacion durante 1 hora a 37° C en agitacion.

4.- Adicion del anticuerpo secundario. Se dispensaron 100 pL a todos los
pocillos de una dilucion con buffer EIA (1/10.000), de un anticuerpo anti 1gG de conejo
conjugado con peroxidasa (Goat anti-rabbit IgG-HRP. Southern Biotech. Birmingham,

AL, USA). Se mantuvieron en incubacion durante 1 hora a 37° C en agitacion.

5.- Adicion de 100 pL a todos los pocillos del sustrato y cromédgeno TMB (3, 3’,
5, 5’-tetrametilbenzidina) (1-Step Ultra TMB-ELISA. Pierce Biotechnology. Rockford,
IL, USA). La reaccion se produce en 5 a 10 minutos comprobando el adecuado

desarrollo del color.

6.- Frenado de la reaccién enzimatica, utilizando &cido sulfdrico al 10%

afiadiendo 100 pL a cada pocillo.
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Imagen 27 : Esquema Elisa Indirecto

7.- Lectura de las placas en un espectrofotometro para placas ELISA (Stat Fat®
3200. Awareness Techonology Inc, USA), a una longitud de onda bicromatica de 450-
630 nm que realiza una doble lectura eliminando el color producido por una posible

reaccion inespecifica de fondo.

Entre etapas, excepto entre la 5 y 6, se realiz6 un lavado de la placa utilizando
una solucién de lavado preparada como solucion concentrada 10X. Para 1.000 ml de
dicho reactivo, se necesitan 87,66 g de NaCl 1,5 M y 5 mL de Tween-20 (Sigma
Chemical, St Louis, MO, USA o Madrid, Espafia) al 0,5%. Para ello se utilizé y un
lavador automatico de placas (LT-3000 microplate washer, Labtech) que administra,
aspira y seca la solucion de lavado eliminando asi el exceso de reactivos no adheridos al
pocillo. Las placas, en todos los procesos de incubacion, se sellaron con films de acetato

adherentes (Sarstedt, Barcelona, Espafia) y se mantuvieron en agitacion y a temperatura
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constante de 22°C como temperatura ambiente en un incubador (Shaker dts-4 sky line,
ELMI Thermostat).

1.4. Procesado de los resultados: Normalizacion de los valores

En el ELISA, una lectura de la densidad éptica (DO) es una medicion de la
intensidad de color, que esta en funcion de la cantidad de anticuerpo presente en la
muestra, que se corresponde con una reaccidn entre enzima y sustrato en presencia de
un cromdégeno. Por lo tanto, los resultados en cada momento dependeran de factores
externos como la temperatura, el tiempo de reaccion, etc. La comparacion de los
resultados de DO obtenidos con una misma muestra entre distintas ejecuciones de una
prueba, carece de precision debido a dichas variaciones. Por lo tanto, los resultados de
DO de las muestras problema tienen que ajustarse de acuerdo con las DO de uno 0 mas
patrones de referencia de cada ejecucion de la prueba. Este proceso se denomina
“normalizacion” de los resultados del ELISA (Norma de Validacion de la OIE; Seccion
A.2.7).

Un meétodo sencillo y muy utilizado consiste en expresar todos los valores de
DO como porcentaje de un solo suero control positivo fuerte que se incluye en cada
placa. Los valores “normalizados” se pueden expresar como en porcentaje de un control
positivo. Para la interpretacion de las lecturas, las DO fueron trasformadas en
porcentajes de positividad (PP). El control positivo de cada placa se consideré con un
100% de PP.

1.5. Validacién de la técnica

El desarrollo de la prueba se realizé siguiendo las Recomendacones de la OIE
para la validacion 2014 (Capitulo 3.6.1 Desarrollo y optimizacion de las pruebas de
deteccion de anticuerpos). Se analizaron los siguientes parametros: especificidad,

precision, sensibilidad, paralelismo y linealidad de la nueva técnica.

1.5.1.- Seleccion de las condiciones optimas de ensayo

Se realizd la estandarizacion del ELISA Indirecto para la determinacion de
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anticuerpos séricos anti-GnRH, variando parametros como concentracion de tapizado
del antigeno GnRH, tipo y condiciones de blogueo y diluciones del conjugado, con el
fin de seleccionar en cada caso la mayor respuesta para el control positivo, los menores

valores para el control negativo y el blanco.

1.5.2.- Parametros de validacion

El ELISA se realizO segin las condiciones Optimas alcanzadas en la
estandarizacion y descritas en el Procedimiento Normalizado de Operacion (PNO) No:
12-264.

1.- Especificidad
Este parametro depende de las caracteristicas del antigeno. Este parametro esté valorado

por el suministrador del mismo (GNRH1 Protein, antibodies-online, Alemania)

2.- Precision

La precision de la técnica se evalua calculando la repetibilidad de las concentraciones
medidas por la técnica en el mismo ensayo o en ensayos diferentes. Para lo cual se
calculan los coeficientes de variacion (CV) intra- e inter-ensayo. Se estimo titulando
tres muestras de suero de alto, medio y bajo titulo de anticuerpos. Cada muestra se
analizo en los todas las placas del proyecto. Los resultados que se obtuvieron fueron de
7,32 %, 5,27% y 7,45% respectivamente.

3.- Sensibilidad

Se puede calcular mediante el limite de deteccion (LOD). El limite de deteccion es una
medida de la sensibilidad analitica de una prueba. EI LOD es la cantidad estimada de
anticuerpos en una matriz determinada que produciria un resultado positivo. Para ello se
analizaron 3 pooles de suero negativo en todas placas analizadas. Se tom6 como
estimado del limite de deteccion el valor promedio, mas tres veces la desviacion

estandar. Los resultados fueron del 30 % tras normalizarlos.
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4.- Interval de funcionamiento de la prueba

El intervalo de funcionamiento de una prueba es el intervalo de concentraciones o
titulos del analisis en el cual el método aporta una exactitud y precision idoneas. Para
determinar formalmente este intervalo, se selecciona una muetra considerada positva
alta y se lleva a cabo una dilucion seriada de esta muestra. Los resultados se trazan en

una “curva de respuesta”, la densidad oOptica es funcién de las diluciones de la muestra.
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Figura 2. Curva de Respuesta de un pul alto de anticuerpos anti-GnRH
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Figura 3. Curva de Respuesta de diferentes pules de anticuerpos anti-GnRH

Tras los resultados obtenidos, se eligi6 la dilucion 1:4.000 para todas las muestras.

2. Determinacion de la Concentracion Sérica de LH de Conejo
2.1. Fundamento de la Técnica ELISA de Competicion

La técnica ELISA de competicidon se basa en la reaccion entre un anticuerpo
especifico, generalmente policlonal, fijado a una fase sélida y una muestra problema o
estandar (sin marcar) y el conjugado (hormona marcada con una enzima). Se produce
una reaccion de competicién entre la hormona marcada y sin marcar por los lugares de
unidn al anticuerpo. A continuacion, se mide la fraccion de la hormona marcada unida
al anticuerpo, mediante la reaccion del sustrato-cromogeno con la enzima, lo cual se

traduce en la oxidacion del cromdgeno produciéndose una reaccion coloreada cuya
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intensidad serd inversamente proporcional a la cantidad de hormona sin marcar de la

muestra (problema o estandar).

2.2. Pasos previos para el desarrollo de la técnica

1.- Purificacion de anticuerpos policlonales frente a LH

El anticuerpo especifico de LH de conejo (anti-RbLH, AFP-3120489), fue
proporcionado por el NIDDK’s National Hormone and Pituitary Program y el prof. A.F.
Parlow (National Hormone and Pituitary Program, Harbor- Ucla Medical Center,
Torrance CA, USA). El anti-RbLH esta producido en cobaya y no presenta reactividad
cruzada significativa frente a FSH, TSH, GH y Prolactina de conejo segun informacién

del Dr. Parlow.

Para evitar posibles interferencias con componentes del suero de cobaya, una
vez reconstituido se procedio a su purificacion mediante cromatografia con un sistema
de purificacion Melon gel 1gG (Melon™ Gel 19G Purification Kit, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA). Este método ha resultado ser muy eficaz, sencillo
y rapido con resultados de recuperacion del 90% sin necesidad de precipitacion con
sulfato de amonio ni proceder a didlisis. La purificacion se efectud siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.- Biotinacién de LH de conejo

La LH de conejo (RbLH, AFP7818C) proporcionada igualmente por A.F.
Parlow (NHPP, USA), esta obtenida de extractos de hipofisis de conejo y altamente
purificada teniendo el “grado de iodizacion”. Este antigeno se utilizd como estandar
especifico y para la preparacion del conjugado marcado con biotina necesario para la

reaccion de competicion.

La biotina es una pequefia molécula que posee una elevada afinidad por la
avidina o proteinas semejantes a ella. Debido a su pequefio tamafio, puede conjugarse a
las proteinas sin alterar su actividad bioldgica. El reactivo utilizado es el sulfo-NHS-
biotin (EZ-Link ™ Micro Sulfo-NHS-LC-Biotinylation. Pierce Biotechnology,

Rockford, IL, USA), que reaccionarad con los grupos amino primarios de las proteinas
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formando uniones amidas estables. La LH tiene suficientes grupos amino primarios para

poder ser “marcada” con biotina e incrementar los sitios de union a la avidina o a la

estreptavidina lo que incrementa la sefial y permite el desarrollo de un EIA mas
sensible. El exceso de biotina fue eliminado utilizando columnas de intercambio de

tampon. Todo el proceso de biotinacion se realizo segun indico el fabricante.

2.3. Trazado de la curva estandar: rango de concentracion de la curva.

Se trazd una curva estandar o patrén para la hormona LH especifica de conejo,
con concentraciones conocidas que f uerondesde 400 ng/mL hasta 0,782 ng/mL. Las
concentraciones estandar se disolvieron en buffer EIA compuesto por una solucién
tampon fosfato salino (PBS) con 0,1% de albumina sérica bovina (BSA), pH 7,4 (Sigma
Chemical, St Louis, MO, USA). Seguidamente se afiadié la dilucién elegida de
conjugado y con ellas se realizo la técnica EIA. Finalmente, se midio la densidad Optica
(DO) en el espectrofotometro para placas ELISA (Stat Fat® 3200. Awareness
Techonology Inc, USA) a 450-600 nm. Se ensayaron diversas curvas con el fin de poder
determinar tanto las concentraciones basales de la hormona como las concentraciones

mas elevadas cuando se produce el “pico” preovulatorio de la LH.

2.4. Desarrollo de la Técnica ELISA de Competicidon

Para incrementar la especificidad de esta técnica que determina una proteina
especifica de especie, utilizamos un anticuerpo anti especie anti-lgG de cobaya
producida en cabra (Goat anti guinea pig 1gG, Southern Biotech. Birmingham, AL,
USA) como anticuerpo secundario que se adhirié a la placa de poliestireno de 96
pocillos de alta absorcion (Ninety-six—well EIA high-binding. Corning Inc, Corning
NY USA).

1.- Inmovilizacion del anticuerpo anti-especie, a la fase sélida (placa) a una
dilucion 1/200 en tampdn carbonato bicarbonato 0,2 M pH 9,6 (Coating buffer)
(BupH™ Carbonate-Bicarbonate Buffer Packs. Pierce Biotechnology , Rockford, IL,
USA), afladiendo 100uL en todos los pocillos durante 8 horas a 4°C.
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2.- Etapa de bloqueo. Se afiaden 300 pL de tampon PBS con un 1% de BSA pH
7,4 (Blocking buffer) durante 2 horas a temperatura ambiente.

3.- Adicion del 100 pL a todos los pocillos, excepto a los que actten de blanco,
de anticuerpo anti-RbLH a una dilucién 1/200.000 en buffer EIA, durante 8 h a 4°C.

4.- Adicion de muestras, estandares y conjugado, fase de competicion entre la
hormona marcada y sin marcar por los sitios de unién del anticuerpo anti LH de conejo
durante 3 horas a temperatura ambiente. Para ello se afadio la misma cantidad de
muestra y estandares que de una dilucion 1/20.000 de LH de conejo marcada con
biotina (LH-B) en buffer EIA. Tras la mezcla de la hormona marcada y sin marcar, se
afadieron 100 L en los diferentes pocillos. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado.

1.- Adsorcionde
Anticuerpos
Antiespecie

3.- Competicion entre LH y LH-Biotina

2-Unién de -

Anticuerpos
Antiespeciey 4.- Uni6n Biotina y Estreptavidina-HRP

anti1H

It W
W W W k) | | - S| - )

H+Biotina -

% H.Muestra t Estreptavidina+HRP @
Lavado

Estandar
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Imagen 28: Esquema Elisa de competicion

5.- Adicion de 100 pL de estreptavidina-HRP (Streptavidin—Peroxidase
from Streptomyces avidinii. Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) a toda la placa
durante 40 minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

6.- Adicion de 100 pL a todos los pocillos del sustrato y cromégeno TMB. La

reaccion se produce en 5 a 10 minutos comprobando el adecuado desarrollo del color.

7.- Frenado de la reaccién enzimatica utilizando acido sulfirico al 10%
afiadiendo 100 pL a cada pocillo.

5.- Hidrolisis Enzimatica y Oxidacion del Cromégeno

Estandar

Estandar

S A T T [ [ 2

Imagen 29. Ultimas fases Elisa de competicion.
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8.- Lectura de las placas en un espectrofotometro a una longitud de onda
bicromatica de 450-630 nm que realiza una lectura eliminando el color producido por
una posible reaccion inespecifica de fondo.

Entre todas las etapas, excepto entre la 6 y 7, se realizé un lavado de la placa
utilizando una solucion de lavado preparada como una solucién concentrada 10X. Para
1.000 ml de solucion se necesitan 87,66 g de NaCl 1,5 M y 5 ml de Tween-20 (Sigma
Chemical, St Louis, MO, USA) al 0,5%. Para ello se utiliz6 y un lavador automatico de
placas (LT 3500, Labtech) que administra, aspira y seca la solucién de lavado
eliminando asi el exceso de reactivos no adheridos al pocillo. Las placas, en todos los
procesos de incubacion, se sellaron con films de acetato adherentes (Sarstedt,

Barcelona, Espafia).

2.5. Procesado de los resultados

El procesado de los resultados obtenidos del anélisis hormonal, se realizé con la
ayuda de software especifico MasterPlex ReaderFit 2010 (Hitachi Solutions America,
CA, USA) que calcula las concentraciones de las muestras problema tomando como
referencia las curvas estandar utilizando algoritmos que producen el mejor ajuste de la

curva como es la formula de 4 6 5 pardmetros logisticos en una regresion no lineal.

El rango de la curva estandar de LH se enconré entre 0,0 y 20,0 ng/pocillo. El
limite de deteccién fue de 39,06 pg/pocillo. Los coeficientes de variacion (CV) intra- e

inter- ensayo fueron de 6,01% Yy 6,84% respectivamente.

Todas estas pruebas de validacion se realizaron siguiendo las recomendaciones
de la Guia de la OMS sobre los requisitos de las practicas adecuadas de fabricacidn
(PAF) Segunda parte: Validacion (Chaloner-Larsson et al., 1997).

El desarrollo, la puesta a punto y validacion de la técnica ELISA para la
determinacion de LH especifica de conejo se realizd gracias al proyecto de
investigacion CCG10-UCM/SAL-5601. Los resultados fueron publicados por ( Rebollar
etal., 2012) y ( Dall’Aglio et al., 2013).
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3. Determinacion de la Concentracion Sérica de Progesterona, Testosterona y
Estradiol

3.1. Fundamento de la técnica

Es un ensayo en fase solida de inmunoabsorcion unido a enzimas (Elisa), basado

en el principio de unién competitiva.

Los pocillos de las placas estan recubiertos con un anticuerpo policlonal dirigido
contra un foci antigenico en la molécula estradiol, progesterona o testosterona. En las
muestras de los pacientes la hormona compite con un conjugado hormona-peroxidasa de
rabano en la union al anticuerpo inmovilizado. Después de la incubacién el conjugado

no unido se lava.

La cantidad de conjugado de peroxidasa unido es inversamente proporcional a la
concentracion de hormona en la muestra. Después de la adicion de la solucién sustrato,
la intensidad de color desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de

la hormona en la muestra del paciente.

3.2. Tratamiento de las muestras

Todas estas hormonas son esteroides. Para su determinacion, en primer lugar,
fue necesario extraer el esteroide de los diferentes componentes de constituyen el suero.
Para ello se diluyeron 100 pL de suero en 500ul de éter de petroleo en caso de la
progesterona y de dietil éter en caso del estradiol y testosterona. La mezcla se agitd
durante 2 min y se congelaron rdpidamente en un bafio de metanol con nieve carbénica.
Una vez congelado el sedimento, el sobrenadante, donde estan disueltos los esteroides,
se separa y evapora utilizando una campana de extraccion (BIOAIR® Euro Lone

Model protea S) el tiempo necesario.

Posteriormente el extracto se resuspende con 100 pl de buffer EIA, para su

posterior analisis.

Utilizamos Kkits comerciales (Testosterone Demeditec Diagnostics GmbH,

Germany, Progesterone Demeditec Diagnostics GmbH, Germany y Estradiol sensitive
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Demeditec Diagnostics GmbH, Germany ) para la determinacion cuantitativa de cada
hormona en suero, los cuales, se basan en la técnica ELISA de Competicién, siguiendo

las instrucciones del fabricante.

3.3. Desarrollo de la Técnica ELISA de Competicion

Comprende las siguientes etapas:

La placa de poliestireno, de 96 pocillos estaba recubierta con los diferentes
anticuerpos anti-hormona. Seguidamente se afadieron 25 pL (progesterona y
testosterona) de las muestras y estandares y se dejo incubar durante 5 min a temperatura
ambiente, inmediatamente se afiadieron 200 uL de conjugado. Se dejo incubar 60 min.
En el caso de la determinacién de estradiol, se afiadieron 100uL y se dejo incubar 4
horas. A continuacion, en todos los casos se lavo tres veces la placa con solucién de
lavado para eliminar el exceso de anticuerpo que no se habia fijado a la placa, utilizando

un lavador automatico de placas.

1.- Reaccidn de competicién

La reaccion se produce entre la hormona sin marcar de la muestra y estandar y la

hormona conjugada con la enzima.

Las muestras estandar y problema se determinaron por duplicado,
distribuyéndose a lo largo de la placa. La placa se sellé y se dej6 incubar durante dos
horas a temperatura ambiente. Se lavo para separar las fracciones de hormona libre y

unida a los anticuerpos absorbidos en la fase solida.
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1.- Adsorcién de || 2.- Reaccién de Competicion: Hormona Esteroide Marcada y Sin Marcar
Anticuerpos

Estandar

=

~—_
Muestra
|
Anticuerpo
Conjugad
onjugado Conjugado: H+Ez

H.Estandar

I'-!

¥ H.Muestra Lavado

-——e = )

Imagen 30: Elisa de competicion de hormona esteroide

2.- Adicion del sustrato v del cromégeno

En todos los pocillos de la placa se afiadieron 200 pl de TMB. Se sell6 y se
incubd veinte minutos a temperatura ambiente. En el caso del estradiol se incubd

durante 30 min.

3.- Frenado de las placas

Tras el tiempo necesario para que se desarrolle el color del cromdgeno, se
produjo el frenado de la reaccion afadiendo 100uL de solucion de frenado a cada

pocillo.

4.- Lectura de las placas

Una vez frenada la reaccion del sustrato, se procedio a la lectura de la densidad

Optica del color desarrollado. Para ello empleamos un lector automatico de placas
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ELISA, el cuadl mediante filtros de 450 y 600 nm, realiz6 una lectura bicromatica

eliminando el color producido por una posible reaccion inespecifica de fondo.

5.- Procesado de los Resultados

El procesado de los resultados obtenidos del anélisis hormonal, se realizé con la
ayuda de un software especifico MasterPlex ReaderFit 2010, que calcula las
concentraciones de las muestras problema tomando como referencia las curvas estandar
utilizando algoritmos que producen el mejor ajuste de la curva como es la formula de 4

0 5 parametros logisticos en una regresion no lineal.

V.- Analisis Macro y Microscopico de los Tejidos

Tras realizar el sacrificio de los animales en la semana 26 se procedio a las
extraccion de los testiculos y ovarios, los cuales se pesaron y midieron. Ademas,
también se realizaron cortes histologicos para la mediacion de los diametros de los

foliculos ovéricos y de los tubulos seminiferos.

Para la preparacién de los cortes histolégicos, en primer lugar, se introdujo la
nuestra en un frasco con formol al 10%, durante 24horas. En la muestra se realizaron

pequerios cortes para facilitar la penetracion del fijador.

Una vez fijada se introdujo cada muestra en los distintos cassetes que se van

pasando por distintos alcoholes etilicos 50°-70°-80°-96°.

El siguiente paso fue cortar con el micrétomo (LEICA RM2255) el bloque
obtenido en secciones de 3-4 micras. Se introdujeron en un bafio con agua limpia a 38°-
40° para que los cortes se estirasen y quedasen en un mismo plano. Posteriormente se
selecciond el mejor de ellos y se monto sobre un portaobjetos. Se introdujo en una

estufa para su secado y se empez0 a tefiir.

La tincion comenzo pasando la muestra por una bateria de 5-6 pasos de xileno,
para la deshidratacion de la misma, pasando por alcoholes etilicos de 100°, 96° y 70°
hasta el agua corriente.
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El primer colorante empleado fue la hematoxilina, se lavé en agua corriente y se
paso a la eosina (1%), se volvié a lavar hasta quitar restos de eosina y se procedio a
deshidratar con una escala de alcoholes ascendentes de 96° - 100°. Se aclar6 con xileno

y se montd el porta con un cubreobjetos para mantener el corte deshidratado.

El estudio de los cortes histologicos se realiz6 mediante microscopia oOptica a
40x (Olympus BX-40) y con la ayuda de un analizador de imagenes disefiado para este
fin (AnalySIS Auto, versién 3,2 C4040Z, Soft Imaging System GmbH, Germany) en el
laboratorio del Departamento de Produccion Animal de la UPM.

En los cortes histoldgicos se midieron los diametros de los foliculos ovéricos y
se contaron y en el caso de los testiculos solamente medimos los didmetros de los
tubulos seminiferos mediante el programa informatico (Image J). La clasificacion de los
foliculos ovaricos en los diferentes estadios se realizd con la referencia de (Hutt etal.,
2006).

V.- Analisis estadistico

Para analizar estadisticamente los resultados se utilizé el software SAS (SAS
Institute Inc., 2001). Para estudiar el efecto de los tratamientos sobre la titulacion de
anticuerpos y sobre la evolucion del peso del animal, asi como de las concentraciones
hormonales de LH, testosterona, progesterona y estradiol se realizd un analisis de
varianza de medidas repetidas (Procedimiento MIXED) con el tratamiento y el tiempo

transcurrido entre tomas como efectos principales.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre las caracteristicas
morfologicas peso y dimensiones de las génadas, n° de cuerpos lGteos, n° de foliculos
hemorrégicos en la superficie del ovario, nimero y tamafio de los foliculos asi como el
tamafo de los tdbulos seminiferos en las preparaciones histoldgicas) se realizd un
analisis de varianza de una sola via (procedimiento GLM) considerando el tratamiento

de inmunizacion como efecto principal.
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Todas las tablas y figuras muestran las medias corregidas por minimos
cuadrados = el error estandar. Para comparar las medias de los diferentes parametros se
utilizo el test t de Student y se considerd que existian diferencias significativas entre

ellas cuando P<0,05.
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I. Experimento 1: Efecto de la administracion de un Inmundégeno anti-GnRH en
conejos machos prepuberes.

1. Efectos del inmunogeno: Estudio de la Titulacion de Anticuerpos.

En la figura 2, se muestra la evolucién de los titulos de anticuerpos determinados
en los animales tratados antes y después de las dos inyecciones del inmundgeno a lo

largo del periodo experimental.
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o

11 15 16 17 18 19 21 25 26
Semanas de Edad

Figura 4. Evolucion de los porcentajes de positividad de anticuerpos producidos por conejos inmunizados con 100
(GMV100), 50 (GMV50) y 25(GMV25) pg/mL de inmunégeno anti-GnRH entre las 11 y 26 semanas de edad. (a,b)
p<0,05. (n=6).Dilucién 1/4.000.

El porcentaje de positividad se consider6 a partir del 29%, tras normalizar los
resultados y considerando los de las semanas 11 y 15 como negativos. EI umbral se

realizo calculando la media de los resultados + 3DS.

En la figura se observa que el valor maximo en los tres grupos de animales
inmunizados se produjo a partir de las 16 semanas de vida, tras la administracion de la
segunda dosis de vacuna. A partir de este punto la tasa de positividad fue disminuyendo

significativamente a lo largo del tiempo y de la misma manera en los 3 grupos
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experimentales, ya que no se observaron diferencias estadisticas entre ellos (p>0,05).
Cabe destacar que al final del experimento en el grupo con la dosis mas baja de

inmunogeno el titulo de anticuerpos decayo hasta umbrales negativos.

2. Efectos de la Vacuna sobre las Hormonas de la Reproduccién en Machos: LH y
Testosterona.

2.1.- Concentraciones de LH Sérica

En la figura 3, se muestra la evolucion de las concentraciones de LH sérica en

los 4 grupos experimentales.
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Figura 5. Evolucién de las concentraciones de LH séricas (ng/mL) de conejos inmunizados con 0 (GMC), 100 (GMV100), 50
(GMV50) y 25(GMV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH entre las 11 y 26 semanas de edad e inducidos en la semana 25
con 20 g de gonadorelina. (a,b) p<0,05. (n=6).(mediatesm).
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Figura 6. Evolucién de las concentraciones de LH séricas (ng/mL) de conejos inmunizados con 0 (GMC), 100 (GMV100), 50
(GMV50) y 25(GMV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH entre las 11 y 26 semanas de edad e inducidos en la semana 25
con 20 g de gonadorelina. (a,b) p<0,05. (n=6).(mediatesm).

Practicamente todos los valores de LH observados desde la semana 11 hasta la
semana 25 antes de la estimulacion con GnRH fueron basales. Sin embargo, una vez
aplicada dicha estimulacion, los niveles de LH en el grupo no inmunizado ascendieron
significativamente a los 60 min (65,75 + 4,3ng/mL) y a los 120 min (33,56 + 4,3ng/mL)
con respecto a los otros tres grupos inmunizados, que no mostraron incremento alguno y

siguieron presentando valores basales.

2.2.-Concentraciones de Testosterona Sérica

En la figura 4, se refleja el efecto de la vacuna sobre la testosterona en el periodo
de la estimulacion con un andlogo de GnRH a la edad de 25 semanas en los conejos

inmunizados y controles.
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Figura 7. Evolucién de las concentraciones de testosterona sérica (ng/mL) de conejos inmunizados con 0 (GMC),
100 (GMV100), 50 (GMV50) y 25 (GMV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH y estimulados en la semana 25
de edad con 20 ug de gonadorelina. *** p<0,001. (n=6). ( media + esm).

El valor mas elevado de testosterona se observo en el grupo GMC a los 60 min
tras la estimulacién con GnRH, disminuyendo a los 180 min hasta valores basales a la
semana siguiente. Los grupos inmunizados no responden al tratamiento administrado

con gonadorelina.
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3. Efectos morfologicos
3.1.- Peso Corporal

En la siguiente tabla se muestra el seguimiento que se realizé del peso de los
animales a lo largo del periodo experimental. No hubo efecto del tratamiento sobre este
parametro (p=0,0677), por lo que en la tabla se muestra como aumento el peso con la

edad dentro de cada grupo.

GMC GMV100 GMV50 GMV25
N° de conejos 6 6 6 6
Edad (semanas)
11 29+0,08 29+0,08 25+0,08 260,08
15 35+0,08° 3,4+008" 32+0,08" 3,3+0,08°
16 3,6+0,08" 3,6+0,08° 35+0,08 3,5+0,08°
19 3,8+0,08° 3,8+0,08" 3,7+0,08" 3,7+0,08¢
21 39+0,08° 39+008" 38+0,08" 3,8+0,08¢
25 42+0,08" 42+0,08 4,1+0,08 4,0+0,08°
26 42+0,08" 42+0,09° 4,1+0,08 4,0+0,08°

Tabla 1: Evolucion del peso (kg) de conejos inmunizados con 0 (GMC), 100
(GMV100), 50 (GMV50) y 25 (GMV25) ug/mL de inmundgeno anti-GnRH desde las
11 a las 26 semanas de edad. Las medias seguidas de letras distintas dentro de la misma
columna se consideran diferentes estadisticamente (p<0,05). (media £ esm).

3.2.- Medidas Testiculares

En la siguiente tabla se muestra el peso y las dimensiones (largo y ancho) de las

gonadas de los machos inmunizados y controles sacrificados a las 26 semanas de edad.
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GMC GMV100 GMV50 GMV25 P
N° animales 6 6 6 6
Testiculo
Izquierdo
Peso (g) 3,5+0,14*°  0,4+0,14° 0,5+0,14° 0,8+0,14" 0,0001
Peso  rel. 0,080,005 0,005+0,006° 0,010,005 0,008+0,005° 0,0001
(%)
Largo (mm)  32,7#1,03* 20,8+1,03°  16,3+1,03°  16,8+1,03°  0,0001
Ancho (mm) 10,7+0,43*  5,8+0,43° 3,740,43° 3,8+0,43° 0,0001
Testiculo
Derecho
Peso (g) 3,5+0,16°  0,4+0,16" 0,5+0,16" 0,8+0,16" 0,0001
Peso rel. (%) 0,08+0,004* 0,01£0,004°  0,004+0,004" 0,02+0,004° 0,0001
Largo (mm) 32,0£0,97* 21,5+0,97°  16,3+0,97° 17,7+0,97°  0,0001
Ancho (mm) 10,8+0,47*  5,2+0,47" 3,7+0,47° 3,3+0,47° 0,0001

Tabla 2. Peso (g) y dimensiones de los testiculos de conejos inmunizados con 0 (GMC),
100 (GMV100), 50 (GMV50) y 25 (GMV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH a las

26 semanas de edad.
peso relativo: cociente entre el peso del testiculo y el peso del animal x100. Las medias

seqguidas de letras distintas dentro de la misma fila, se consideran diferentes

estadisticamente entre si (p<0,0001). (media £ esm).

La vacuna redujo el peso relativo de los testiculos en los animales inmunizados
frente a los controles de manera clara y estadisticamente significativa (p<0,0001). Los
controles presentaron los testiculos mas largos y anchos y los inmunizados con las dosis
de 25 y 50 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH, los mas cortos y finos. Los animales

tratados con la dosis de 100 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH presentaron dimensiones

intermedias.
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En la siguiente imagen se muestra el aspecto de los testiculos de dos de los
conejos experimentales a modo de ejemplo. A la izquierda de la imagen destaca el
pequefio tamafio de las génadas de un conejo inmunizado con la dosis de 100ug/mL del
inmundgeno anti-GnRH comparado con el de las gonadas de un conejo control situadas

a la derecha.

Imagen 31. Testiculos de dos conejos de 26 semanas de edad:

A) inmunizado con 100pug/mL del inmundgeno anti-GnRH y B) control.

4. Estudio Histologico de los testiculos

Los testiculos de los machos del grupo control se caracterizaron por la presencia
de tubulos seminiferos con amplias luces, con un didmetro tubular de 186 + 1,73 pm.
Los tubulos seminiferos estaban tapizados por células de Sertoli y un desarrollo
completo de las células de la linea germinal: espermatogonias claras y oscuras,
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espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatidas redondas y
alargadas y espermatozoides desprendidos en la luz del tdbulo. EIl intersticio se
caracterizo por la presencia de numerosas células de Leydig, de forma poligonal, con
nucleos esféricos y excéntricos y de citoplasma eosindfilo, en estrecha relacién con

numerosos capilares y pequefios vasos sanguineos.

Los testiculos de los animales inmunizados con la dosis de 25 pg/mL de
inmunogeno anti-GnRH, se caracterizaron por la presencia de tdbulos seminiferos con
un desarrollo desigual de las células de la linea germinal. Asi, encontramos zonas del
parénquima con tubulos seminiferos que presentaron un desarrollo completo junto a
otras donde los tubulos carecian de luz y estaban rodeados por una gruesa membrana
basal. Su pared aparecia tapizada por numerosas células de Sertoli y un nimero escaso
de células de la linea germinal, principalmente espermatogonias, algin espermatocito

primario y secundario y un nimero muy escaso de espermatidas.

Tal y como muestra la tabla 3, la media del diametro tubular de los tubulos
seminiferos de los conejos tratados fue significativamente menor a la del grupo control,
sobre todo con la dosis de 50 pg/mL. No hemos encontrado diferencias en cuanto al

desarrollo del intersticio.

GMC GMV100 GMV50 GMV25 P
N° de conejos 6 6 6 6
Diametro 186 +1,73° 98,3 + 69,9 + 3,01° 949 + 0,0001
tibulos 2,78" 4,55
seminiferos
(Umzxesm)

Tabla 3. Diametro de los tubulos seminiferos de conejos inmunizados con 0 (GMC),
100 (GMV100), 50 (GMV50) y 25 (GMV25) pg/mL de inmunogeno anti-GnRH y
sacrificados a las 26 semanas de edad. Las medias seguidas de letras distintas dentro de
la fila se consideran diferentes estadisticamente (p<0,0001).
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Los testiculos de los animales inmunizados con la dosis de 50 y 100 pg/mL de
inmunogeno anti-GnRH, presentaron unas caracteristicas histologicas similares. Los
tubulos seminiferos se caracterizaron por que carecian de luz, estaban rodeados por una
gruesa membrana basal, que en zonas aparecia ondulada, y su pared estaba tapizada por
numerosas células de Sertoli y un ndmero escaso de células de la linea germinal
principalmente espermatogonias, espermatocitos primarios y un nimero muy escaso de
espermatidas degeneradas. La media del didmetro tubular fue menor con respecto al
grupo control. Cabe destacar que la dosis de 50 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH fue
la que dio lugar a los diametros mas pequefios encontrados. El intersticio se caracterizd
por la presencia de un nimero escaso de células de Leydig de forma poligonal y

numerosas células alargadas y fusiformes.
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Imagen 32: Testiculo de un conejo del grupo GMV50. TUbulo seminifero con células de Sertoli y escaso
desarrollo de la linea germinal. H&E 1: Espermatida degenerada; 2: Célula de Sertoli; 3: Espermatocito
1°.

Tal y como muestra la siguiente tabla, del total de animales sacrificados en cada

grupo, el 100% de los controles presentaron espermatidas en el interior de sus tubulos

88



Inmunomodulacion del eje hipotalamo-hipoéfisis-gdnada:
Valoracidn del conejo como biomodelo para el estudio de la fisiologia de la
reproduccion

RESULTADOS

seminiferos (Imagen XX) pero en ninguno de los conejos inmunizados con 100 pg/mL
de inmundgeno anti-GnRH se pudo observar este grado de desarrollo de las células de
la serie germinal. Con 25 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH se observo que en la mitad
de los animales se podian detectar espermétidas pero este nimero se redujo con la dosis
de 50 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH.

GMC GMV100 GMV50 GMV25 P

N° de conejos

Presencia de espermétidas (%) 100 0° 16.67  50°  0.0003

Tabla 4. Porcentaje de animales con presencia de espermatidas en la luz de los tubulos
seminiferos de conejos machos inmunizados con 0 (GMC), 100 (GMV100), 50
(GMV50) y 25 (GMV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH vy sacrificados a las 26
semanas de edad. Las medias seguidas de letras distintas dentro de la fila se consideran
diferentes estadisticamente (p<0,0003). (mediatesm).

g n - | 20 Hm
Imagen 33: Testiculo de un conejo del grupo control. Tubulo seminifero con desarrollo completo de las
células de la linea germinal. H&E.
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20 ym

Imagen 34: Testiculo de un conejo del grupo GMV50. Tubulo seminifero con células de Sertoli y alguna
espermatogonia. H&E

Imagen 35: Testiculo de un conejo del grupo control. Tdbulo seminifero con células de Sertoli y alguna
espermatogonia, rodeados de una membrana basal normal. PAS X20
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Imagen36: Testiculo de un conejo del grupo GMV100. Tdbulo seminifero con escaso desarrollo de las
células de la linea germinal, rodeados de una gruesa membrana basal. PAS X20.
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Il. Experimento 2: Efecto de la administracion de un Inmundgeno anti-GnRH en
conejas hembras prepuberes.

1. Efectos del inmunogeno: Estudio de la Titulacién de Anticuerpos

En la figura 5 se muestra la evolucion de los titulos de anticuerpos determinados
en los animales inmunizados antes y después de las dos inyecciones del inmundgeno a

lo largo del periodo experimental.
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Figura 8: Evolucion de los porcentajes de positividad de conejas inmunizadas con 100 (GHV100), 50 (GHV50) y
25(GHV25) de inmundgeno anti-GnRH pg/mL entre las 11 y 26 semanas de edad. Las letras indican diferencias
entre grupos en cada momento. (a,b) p<0,05. (n=6).Dilucién 1/ 4.000.

Tras la administracion de las 3 dosis de inmundgeno, la titulacion de anticuerpos
en todos los grupos ascendié a porcentajes muy proximos al 100% en la semana 16 del
periodo experimental. Esta respuesta fue descendiendo en los 3 grupos de la misma
manera hasta la semana 17 y 18. Posteriormente, los grupos GHV100 y GHV50
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mantuvieron respuestas mas altas que la del grupo GHV25, y sobre todo, destaco el

grupo GHV100 que se mantuvo en porcentajes del 80% al final del experimento.

La respuesta mas débil fue la observada en las conejas del grupo GHV25 desde

la semana 18, mientras que las del grupo GHV50 presentaron respuestas inmunes

intermedias.

2. Efectos de la Vacuna Sobre las Hormonas de la Reproduccién en Hembras: LH,

Progesterona y Estradiol.

2.1.- Concentraciones de LH Sérica

70 4
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&
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Figura 9. Evolucion de las concentraciones de LH séricas (ng/mL) de conejas inmunizadas con 0 (GHC), 100
(GHV100), 50 (GHV50) y 25 (GHV25) pg/mL de inmunogeno anti-GnRH entre las 11 y 26 semanas de edad e
inducidas en la semana 25 con 20 pg de gonadorelina. Las letras distintas indican diferencias entre grupos en cada

momento (a,b,c,d) p<0,05. (n=6).(mediat esm).
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En la figura 6 se observa que tanto los grupos inmunizados como el control
presentaron concentraciones de LH basales hasta las 25 semanas de edad antes de la
estimulacion con gonadorelina. A continuacion, la gonadorelina provocé cambios
significativos en el grupo control (p< 0.0001) en el que se observo un pico méximo de
LH a los 60 min post estimulacion con un valor de 64,06 £ 2,88 ng/mL y una
disminucion brusca tipica del pico preovuolatorio de LH a los 120 min. Ninguno de los

grupos inmunizados respondio a la estimulacion.

2.2.- Concentraciones de Progesterona sérica.
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Figura 10. Evolucion de las concentraciones de progesterona sérica (ng/mL) de conejas inmunizadas con 0 (GHC), 100
(GHV100), 50 (GHV50) y 25 (GHV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH y estimulados en la semana 25 con 20 ug de
gonadorelina. ***; p<0,001. (n=6). (media * esm).

En la figura 7, se observan los cambios de las concentraciones de progesterona
tras la administracion de 0,02mg/mL de gonadorelina. Se observd el pico maximo de
este esteroide en el grupo GHC a los 60 min post administracién con un valor de 26,11

+ 2,54ng/mL. Posteriormente disminuyé hasta llegar a la concentracién minima a los
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180 min post administracién, con un valor de 18,4 + 2,54ng/mL. Sin embargo, en los
grupos inmunizados no se observaron cambios estadisticamente significativos en las
concentraciones séricas de progesterona a lo largo de todo el periodo experimental. En

la semana 26 los valores de los cuatro grupos fueron similares.

2.3.- Concentracciones de 17 estradiol sérica
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Figura 11. Evolucion de las concentraciones de estradiol séricas (pg/mL) de conejas inmunizadas con 0 (GHC), 100
(GHV100), 50 (GHV50) y 25 (GHV25) de inmunogeno anti-GnRH entre las 15 y 26 semanas de edad e inducidas en la
semana 25 con 20 pg de gonadorelina. (a,b,c) p<0,05. (n=6).(media + esm).

En la figura 8 se presentan las concentraciones de 17f estradiol de las conejas
durante todo el periodo experimental. Antes de la estimulacion con la gonadorelina, en
todos los grupos se observaron concentraciones similares y en torno a los 10-12 pg/mL

Més tarde, tras la estimulacion, no se determinaron grandes variaciones en el grupo
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GHC, a diferencia de los grupos inmunizados, en los que se observéd una disminucién
significativa desde el minuto O hasta el 180 de dicho periodo. En la semana 26, todos
los animales inmunizados manifestaron un ligero aumento de las concentraciones de
estradiol con respecto a la semana anterior, subiendo méas en los tratados con 25 pg/mL
de inmundgeno anti-GnRH, seguidos por los tratados con 100 y por ultimo con 50, que

se igualaron a los controles en ese punto.

3. Efectos Morfologicos
3.1.- Peso Corporal

Siguiendo el mismo protocolo que en los machos, se realizd un seguimiento
continuo del peso de los animales que se muestra en la siguiente tabla. Al igual que en
los machos, no hubo efecto del tratamiento sobre este pardmetro (p=0,1438). Por tanto,
en la tabla se muestra el efecto de la edad sobre el peso de los animales dentro de cada

grupo experimental.

Edad (semanas) GHC GHV100 GHV50 GHV25
NC de conejas 6 6 6 6

Edad (semanas)
11 28+0,14a 25+0,14a 25+0,14a 2,6+0,14a
15 36+0,14b 35+0,15b 35%0,14b 3,5%0,14b
16 38+0,14b 3,8+0,14bc 35+0,14b 3,9+0,14c
19 43+0,15c 39+0,14c 3,6+0,14bc 3,9+0,14c
21 41+014c 39+0,15c 3,8+0,14c 3,9+0,14c
25 43+014c 43+0,15d 4,2+0,14d 4,3+0,14d
26 44+014c 43+0,15d 4,3+0,14d 4,3+0,15d

Tabla 5. Evolucion del peso (kg) de conejas inmunizados con 0 (GMC), 100
(GMV100), 50 (GMV50) y 25 (GMV25) pg/mL de inmunogeno anti-GnRH desde las
11 a las 26 semanas de edad. Las medias seguidas de letras distintas dentro de la misma
columna se consideran diferentes estadisticamente (p<0,05). (media £ esm).
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Este parametro fue aumentando significativamente con la edad (p<0,0001) de

manera similar y en todos los tratamientos ya que la interaccion entre el tratamiento y el

tiempo no resulto significativa (p=0,6938).

3.2.- Medidas Ovéricas

En la siguiente tabla se muestra el peso y las dimensiones (largo y ancho) de las

gonadas de las hembras inmunizadas y controles sacrificadas a las 26 semanas de edad.

GHC GHV100 GHV50 GHV25

N° de animales 6 6 6 6

Ovario

Izquierdo
Peso (g) 0,4+0,03a 0,09+0,03b  0,1+0,03b 0,01+0,03b  0,0001
Peso rel'. (%) 0,009+0,00a 0,001+ 0,00b 0,002+0,00b  0,001+0,00b  0,0001
Largo (mm) 15,3+0,67a  9,6+0,73b 9,8 +0,67b 10,740,67b  0,0001
Ancho (mm)  3,0+0,23a 0,310,26b 0,440,23b 0,4+0,23b 0,0001

Derecho
Peso (g) 0,42+0,03a  0,08+0,03b  0,10+0,03b  0,12+0,03b  0,0001
Pesorel. (%)  0,009+0,00a 0,001+0,00b 0,002+0,00b 0,001+0,00b  0,0001
Largo (mm) 15.5+0,87a  9,6+0,95b 9,7£0,87b 10,0£0,87b  0,0001
Ancho (mm)  3,8%0,21a 0,22+0,23b  0,274#0,21b  0,32+0,21b  0,0001

Tabla 6. Peso (g) y dimensiones de los ovarios de conejas inmunizadas con 0 (GHC),
100 (GHV100), 50 (GHV50) y 25 (GHV25) ug/mL de inmunogeno anti-GnRH a las 26

semanas de edad.

lPeso relativo: cociente entre el peso del ovario y el peso del animal x100. Las medias
seguidas de letras distintas dentro de la misma fila, se consideran diferentes
estadisticamente entre si (p<0,0001). (media £ esm).
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En ambos ovarios se vieron reducciones significativas (p=0,0001) de las
medidas ovaricas en los grupos inmunizados con respecto al grupo GHC, no existiendo

ninguna diferencia entre los grupos inmunizados entre si.

4. Estudio Histoldgico de los ovarios

Tal y como muestra la siguiente tabla, también se contdé el nimero de cuerpos
luteos y cuerpos hemorragicos presentes en los cortes histoldgicos. Solo se observaron
cuerpos luteos en los cortes de las conejas del grupo control. En las tratadas con el

inmundgeno, no se detectd su presencia.

Con respecto a la existencia de cuerpos hemorragicos, ésta fue bastante escasa y

similar en todos los ovarios de las conejas inmunizadas o controles.

GHC GHV100 GHV50 GHV25 P
N°conejas 6 5 4 3
CL 1+0,15% 0+0,00° 0+0,00° 0+0,00° 0,0012
CH 024015 03+0,18 0021 040,21 0,7413

Tabla 7. Numero de cuerpos luteos, cuerpos hemorragicos en los cortes histologicos de
ovarios de conejas inmunizadas y controles. CL: Cuerpos Luteos; CH: Cuerpos
Hemorragicos.

Al igual que en los machos se extrajeron las génadas y se realizaron cortes
histologicos de las mismas, para el estudio del efecto de la vacuna sobre el diametro de
los foliculos, como se muestra en la siguiente tabla. ElI diametro de los foliculos
primordiales (FPDIAL) fue similar entre grupos, excepto en el tratado con la dosis de
50 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH en el que se detecté un didmetro ligeramente
superior. Al analizar los cortes histologicos de los distintos grupos experimentales, el

numero de foliculos primarios tempranos (FPT) fue muy escaso o incluso nulo en el
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grupo GH50. No obstante, el didmetro de éstos fue mayor en el grupo control que en
los inmunizados con 100 y 25 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH. Los foliculos
primarios en crecimiento y preantrales (FPC+PA) asi como los antrales (FA)

presentaron diametros similares en todos los grupos experimentales.

GHC GHV100 GHV50 GHV25 P

N° conejas 6 5 4 3
FPDIAL (um)  34,4+0,72° 3554041 39,7+0,99*  34,6+0,99° 0.0002
FPT (um) 53,6+2,17°  44,1+1,94° - 38,8+3,06" 0.0015
FP (um) 81,3+4,31°  72,4+3,59® 78,8+3,73*  60,8+6,46" 0.0444

FPC + PA
(um) 165,6+18,67 188.6£9.19 170,9+20,88 194,6+12,79 05235

FA (um) 628,0+47,82 657,9+36,53 559,9+42,18 639,0+£38,15 0.3504

CE 02+057° 26+062° 53+081* 33+0,81° 0,0011

Tabla 8: Diametro (um) de los foliculos observados en los cortes histoldgicos de los
ovarios de conejas inmunizadas con 0 (GHC), 100 (GHV100), 50 (GHV50) y 25
(GHV25) pg/mL de inmundgeno anti-GnRH. (FPDIAL: F. primordial; FPT: F. primario
temprano; FP: F. primario; FPC+PA: F. primario en crecimiento + preantral; FA: F.
antral) y namero de foliculos con cuerpos de Call-Exner (CE). Las medias (um % esm)
seguidas de letras distintas dentro de la misma columna y fila, se consideran diferentes
estadisticamente (p<0,05).

Cabe destacar que al estudiar los cortes histologicos ovaricos se observé la
presencia de cuerpos de Carll-Exner (CE) con una maxima incidencia en los grupos
tratados con 50 y 25 pug/mL de inmunogeno anti-GnRH (Imagen 37), minima en las

controles e intermedia en las tratadas con 100 pg/mL de inmundgeno anti-GnRH.
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Para finalizar, podemos decir que en los cortes histoldgicos de los ovarios de las
hembras control e inmunizadas, las principales diferencias que se han detectado son que
en el grupo control se observan cuerpos luteos (Imagen 38), foliculos ovaricos en
diferente grado de diferenciacion y ocasionalmente, algin foliculo atrésico(lmagen 39).
En las conejas inmunizadas no se observaron diferencias entre las distintas dosis
aplicadas en el aspecto de los mismos, ni se detectaron cuerpos lUteos. Ademas,

aumentod la presencia de foliculos atrésicos.
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Imagen 38: Cuerpo Luteo de una coneja control.

Imagen 39. Ovario de una coneja inmunizada del grupo GHV50. H&E. 1: foliculo preantral; 2: foliculo
atrésico; 3: foliculos primordiales
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En esta Tesis Doctoral se ha estudiado por primera vez la utilizacion de una
molécula anti-GnRH utilizando el conejo como modelo animal. Se ha aplicado tanto en
machos como en hembras antes de que llegaran a la pubertad y hemos descrito las
principales consecuencias en los animales a nivel:1) inmunoldgico, valorando la
presencia y evolucién de la produccion de anticuerpos, 2) endocrino, estudiando la
produccion de hormonas ligadas a la reproduccion en cada sexo y 3) morfoldgico,
determinando los efectos en el peso de los individuos, de sus gonadas asi como las

consecuencias a nivel histologico.

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es pulsatil y estimula la
secrecion hipofisaria tanto de la (LH) como (FSH), controlando asi la funcion endocrina
(produccion de hormonas) y exocrina (produccion de células germinales) de las gbnadas
(Maeda et al., 2010). En medicina humana, impedir estas funciones podria estar
indicado para controlar distintos procesos como, por ejemplo, la prevencion de la
luteinizacion intempestiva de los foliculos preovulatorios en mujeres sincronizadas
durante la reproduccién asistida o el tratamiento de trastornos dependientes de
hormonas sexuales, entre otros (Huirne y Lambalk, 2001). Otra de las aplicaciones del
bloqueo selectivo de la secrecion de LH / FSH a través de la accion sobre la GnRH es la
castracion quimica. Este tratamiento se ha venido realizando mediante la
desensibilizacion de la hipdfisis a la GnRH cuando ésta se administra de manera
continua, o mediante el suministro de agonistas de GnRH de accion prolongada. A
diferencia de los agonistas, los antagonistas de la GnRH no inducen una estimulacién
inicial de la liberacion de gonadotropina, sino que provocan una supresion inmediata,
rapida y reversible de la secrecion de gonadotropina. Por ello se eligié la utilizacion de
un analogo anti-GnRH en nuestro estudio. El principal mecanismo de accion de los
antagonistas de la GnRH es la ocupacion competitiva del receptor de GnRH (GnRH-r)

en las células gonadotropas de la hipofisis.

Por razones farmacoldgicas, las principales indicaciones para los antagonistas de
la GnRH estardn en cualquier situacion en la que se requiera la hipofisectomia
gonadotrépica quimica, como es el caso del cancer de prostata (Kluth et al.,

2014).También se han desarrollado antagonistas de los receptores de GnRH en la
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hipofisis. Estos, bloguean inmediatamente los efectos de la hormona hipotalamica y
tienen un uso clinico con perfiles farmacocinéticos, de seguridad y comerciales
aceptables. En la reproduccion asistida, estos compuestos parecen ser eficaces, con
tiempos de tratamiento mas cortos, menos uso de hormonas gonadotrdpicas y mejor
aceptacion del paciente, aunque la produccion de foliculos y oocitos es menor (Ezaki et
al., 2015). Las indicaciones actuales para la desensibilizacion del receptor de GnRH
pueden ser también: endometriosis (Pontis et al., 2017), leiomioma y cancer de mama
en mujeres, hipertrofia prostatica benigna y carcinoma prostatico en hombres, asi como
pubertad precoz central en nifios. Sin embargo, la mejor evidencia clinica hasta ahora ha

sido en la reproduccion asistida y el cancer de prostata (Ezaki et al., 2015).

En cuanto al control de la fertilidad en animales domésticos, en los Ultimos afios
se estd estudiando el uso de meétodos inmunoldgicos como posible alternativa a los
métodos quirdrgicos tradicionales, generalmente irreversibles y con numerosos efectos
secundarios. La inmunocastracion es un método que inicialmente fue desarrollado para
aplicarlo en cerdos con el objetivo de inhibir el olor sexual y aumentar el bienestar de
los mismos en las explotaciones (Van den Broeke et al., 2016). Al producirse
anticuerpos especificos frente a la GnRH se inhibe temporalmente la funcién testicular y
con ello la acumulacién de los componentes responsables del olor sexual. También ha
sido utilizada en otras especies como son el visén (Lowell et al., 2004), caballos (Janet
et al., 2009) y gatos (Robbins et al., 2004). Estos métodos pueden estar indicados para
evitar los problemas derivados de una intervencion quirurgica con el objetivo final de
eliminar el olor sexual en cerdos, reducir el comportamiento sexual y mejorar el manejo
de los animales enteros (Karaconji et al., 2015). En el estudio de Zamaratskaia et al.
(2008), los cerdos inmunocastrados mostraron un mejor comportamiento social, menos
manipulador y agresivo, asi como una marcada reduccion del comportamiento sexual.
En cuanto a disminuir la agresividad, en nuestro estudio no tenemos evidencia de
cambios en el comportamiento, ya que, nuestros animales estaban alojados en jaulas
individuales y por tanto no hemos tenido el problema que surge en otras especies

animales que estan alojadas juntas.
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En este proyecto, el inmundgeno utilizado ha demostrado una sensible eficacia a
la hora de provocar la respuesta inmune en los conejos tratados. Se trata de la primera
vez que se ha utilizado este tipo de vacunacion anti-GnRH en esta especie,
determinéndose la titulacion de anticuerpos en los animales inmunizados, tanto hembras
como machos. En yeguas, Imboden et al. (2006) administraron dos dosis con un mes de
diferencia entre ambas. Al valorar la respuesta inmune observaron que la inmunizacién
contra GnRH era altamente variable a pesar de que las yeguas se habian vacunado en el
mismo momento y con la misma dosis. También observaron una disminucion
progresiva de la titulacion de anticuerpos similar entre los animales que habian
respondido. Todo ello coincide con nuestro estudio en el que hemos observado también
una elevada respuesta inmunologica y similar entre los animales del mismo grupo

experimental.

Estudios realizados con otros farmacos anti-GnRH como los realizados por
Schanbacher y Pratt (1985), demuestran que tras administrar una segunda dosis del
inmundgeno en caballos, el titulo de anticuerpos aumentd y las concentraciones de LH y
testosterona en circulacion cayeron precipitadamente. Como cabia esperar, la eficacia de
la vacunacion depende del titulo de anticuerpos anti-GnRH alcanzado y, por tanto, de la
composicion precisa de la vacuna. En nuestro trabajo, con la utilizacién de Improvac
también se obtuvo la maxima titulacion de anticuerpos con la segunda inmunizacion

administrada en la semana 15 de edad.

La aplicacion de la inmunocastracion en los machos y el estudio de sus
consecuencias a nivel hipofisario y testicular se ha realizado en multitud de especies. En
sementales jovenes de caballos, Dowsett et al. (1991) y Turkstra JA, (2005) también
observaron que la vacunacion indujo un aumento de los titulos de anticuerpos anti-
GnRH circulantes, y ademas, esto condujo a reducciones en las concentraciones sericas
de testosterona, en la libido, en el tamafio del testiculo, en la produccion y calidad del
esperma, asi como en el tamafio y actividad de los tibulos seminiferos y de las células
de Leydig. Dowsett et al. (1991), suprimieron con éxito todos los pardmetros anteriores
de la funcion reproductiva en caballos durante aproximadamente 28 semanas. En este

caso, desafortunadamente, las reacciones no deseadas en el punto de inoculacién

105




Inmunomodulacién del eje hipotalamo-hipéfisis-génada:
Valoracidn del conejo como biomodelo para el estudio de la fisiologia de la
reproduccion

DISCUSION

hicieron que la vacuna no fuera apta para su comercializacion. Sin embargo, en nuestro
estudio la aplicacion de la vacuna anti-GnRH en dos dosis, una a las 11 y otra a las 15
semanas de vida, via subcutanea y en distintos puntos de inoculacion a lo largo del

dorso, no determind ninguna reaccion adversa en los animales.

Por otra parte, el peso de los animales no se vio afectado por la vacuna ya que
todos Ilegaron a pesos similares al final del experimento. No obstante, seria aconsejable
hacer estudios sobre la calidad de la carne de estos animales porque en cerdos se ha

visto que cambia la infiltracion de la grasa ( Higel et al., 2011).

Malmgren et al. (2001), en sementales equinos adultos, obtuvieron una respuesta
mas variable entre los individuos, al ser unos méas propensos que otros a las reacciones
de vacunacion. Se ha constatado una gran variacion individual en respuesta a la
vacunacion, particularmente en caballos adultos. En yeguas, se aprobd una vacuna
frente a GnRH en Australia para el control del estro y del comportamiento relacionado
con el mismo (Janett et al., 2009). Otros estudios realizados en cerdos por Zamaratskaia
et al. (2008) han constatado que la vacunacion contra la GnRH con el mismo farmaco
que el utilizado en este trabajo reprimid la funcion reproductiva en los machos. Estos
autores evidenciaron niveles inhibidos de testosterona, sulfato de estrona y
androstenona, y una disminucion drastica del tamafio de los testiculos y de las glandulas
bulbouretrales en cerdos inmunocastrados. Asi mismo, se redujeron los niveles de
escatol. Estos efectos duraron hasta 22 semanas después de la segunda vacunacion. Sin
embargo, en nuestro estudio los niveles suprimidos de testosterona se mantuvieron en
animales inmunizados con la dosis mas alta, hasta 11 semanas después de la segunda
administracion de la vacuna, presentando por tanto, una titulacion de anticuerpos

suficiente como para desencadenar un efecto tan prolongado.

Un efecto prolongado del inmundgeno anti-GnRH puede hacer posible
administrar la segunda dosis del producto mas espaciada de lo que se recomienda
actualmente que es 4-6 semanas antes del sacrificio, y asi proporcionar una mayor
flexibilidad en la aplicacion. Por lo que sabemos, Hilbe et al. (2006). fueron los
primeros que valoraron los efectos a largo plazo de la vacunacion activa contra la GnRH
sobre la testosterona circulante, los andrdgenos y las caracteristicas de comportamiento
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de los cerdos machos demostrando que los cerdos machos inmunizados cinco veces

pueden restaurar el tejido testicular 60 semanas despues de la Gltima vacunacion.

Hay pocos estudios sobre la duracién del efecto de la vacunacién anti-GnRH en
otras especies. En los corderos, una sola vacunacion contra la GnRH a los 3 meses de
edad suprimi6 el desarrollo del testiculo y la produccion de testosterona hasta los 6
meses de edad (Cui et al., 2003). Del mismo modo, el efecto de la vacuna Improvac en
corderos inmunizados dos veces con un espacio de tiempo entre inyecciones de 3
semanas, se prolongd al menos 3 meses después de la segunda vacunacion (Janett et al.,
2003). Clement et al. (2005) demostraron que la reversibilidad de la vacunacién anti-
GnRH en los sementales ocurria 5-9 meses después de la Gltima vacunacion. Hay que
tener en cuenta que Cui et al. (2003) y Clement et al. (2005), utilizaron vacunas de

distinta composicidn en sus estudios.

Esbenshade y Johnson (1987) demostraron que la inmunocastracion de jabalies
sexualmente maduros que muestran libido completa, elimina el comportamiento sexual
durante al menos 4 semanas. El ensayo de apareamiento se realizd 21 semanas después
de la segunda vacunacion, sin embargo, ninguno de los jabalies vacunados fueron
capaces de montar una hembra en celo. La larga duracion del efecto de la vacunacion
observada, en este estudio sugiere, que la segunda inyeccion de Improvac se puede

administrar més de 6 semanas antes del sacrificio.

La funcién testicular exitosa depende de la secrecion de GnRH, que a su vez
estimula la LH para actuar sobre el testiculo e inicia la produccion de esteroides
testiculares. Sus acciones estdn mediadas por receptores ubicados en el hipotalamo. Los
niveles bajos o incluso indetectables de testosterona y sulfato de estrona en el plasma de
cerdos inmunocastrados hasta 22 semanas despues de la segunda vacunacion, indican
una supresion de la funcion testicular normal (Zamaratskaia et al., 2008). También, en
toros prepuberes vacunados en la tercera y sexta semana de vida se ha observado una
inhibicidn del pico de LH y se ha conseguido una supresion de la testosterona durante
22 semanas obteniendo como consecuencia un retraso en el desarrollo testicular (Janett
etal., 2012).
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En nuestro estudio con el tratamiento de conejos machos prepuberes utilizando
el mismo inmundgeno que Zamaratskaia et al. (2008), hemos observado efectos
similares en cuanto a la disminucion de los esteroides sexuales y de la LH con una clara
correspondencia en la disminucién del tamafio de las gbnadas, y de los tubulos
seminiferos. La duracion de los niveles disminuidos de la LH y testosterona ha sido de
mas de un mes tras la segunda administracion de la vacuna e incluso se han observado
sus efectos después de la estimulacion con el analogo de la GnRH. A diferencia de otros
estudios anteriores, nosotros hemos aplicado diferentes dosis del producto, con el
objetivo de verificar la mas adecuada y observar la importancia de administrar una dosis
correcta. Como cabia esperar, con las dosis mas altas obtenemos los mismos resultados
que el estudio anterior, aunque con pequefias diferencias como la variabilidad
inmunologica observada al comparar los machos con las hembras, debido

probablemente a que la especie animal no es la misma.

Estudios de Xing-fa et al. (2013), realizados en ratas macho adultas con una
vacuna anti GnRH, observaron una marcada disminucion de la sintesis de esta hormona
por el hipotalamo. Histolégicamente se observo una disrupcion del tejido intersticial del
testiculo incluyendo una disminucion en el nimero de células de Leydig. Tal y como
hemos mencionado, las células de Leydig son células grandes y poliédricas que se
encuentran en grupos cerca de los vasos sanguineos en el intersticio de los tabulos
seminiferos. Estan equipadas enzimaticamente para la produccion de la testosterona y
van a tener un efecto importante en la espermatogénesis. Por esta razon, en los animales
tratados con inmundgenos anti-GnRH esta funcion testicular va a ser claramente
alterada. Consecuencias similares se han observado también, en toros y cerdos (Wicksn
et al., 2013), y han sido corroboradas en nuestro estudio, en el que encontramos, en el
grupo vacunado, una disminucién de la luz del tdbulo seminifero, un engrosamiento de
la membrana basal que en zonas aparecia ondulada y un escaso nimero de las células de
la linea germinal (espermatogonias, espermatocitos primarios y un nimero muy escaso
de espermatidas). En el grupo control al igual que Boukenaoui et al. (2012), nosotros
hemos visto a diferencia de los animales inmunizados, que los testiculos presentaron
tubulos seminiferos con mayor luz, ademés de un mayor didmetro tubular, testiculos

tapizados principalmente por células de Sertoli y un desarrollo completo de las células
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de la linea germinal (espermatogonias claras y oscuras, espermatocito primario y

secundario, espermatidas redondas y alargadas y espermatozoides).

Por otro lado, en las células de Sertoli también se va a ver una alteracion en los
receptores a la FSH (Xing-Fa et al., 2013). Estos autores observaron, que era muy
importante la edad del animal en el momento de la administracion de la vacuna: si se
realiza en animales adultos el efecto es reversible, pero en prepuberes se inhibe la

actividad reproductiva del animal.

En la presente Tesis Doctoral también se presentan los efectos de la vacuna en
conejos hembras. En éstas, al igual que en los machos, la titulacion de anticuerpos
presento una gran variacion inmunoldgica individual, debido probablemente, entre otros
motivos, a las distintas dosis aplicadas en los diferentes grupos experimentales, siendo
la duracion del efecto del farmaco sobre la titulacion de anticuerpos de mas de un mes a

partir de la aplicacion de la segunda dosis.

También se valoraron las concentraciones séricas de LH en las hembras, como
hicimos en los machos, obteniendo resultados similares, es decir no se observa un
comportamiento distinto de la LH en los machos ni en las hembras mientras estan
creciendo y antes de la estimulacion con GnRH. Sin embargo, cuando llegan a la
pubertad y son estimuladas con GnRH, las conejas control ovularon y tuvieron un pico
de LH normal, a diferencia de las inmunizadas. Esto hizo que las conejas controles
tuvieran cuerpos luteos mientras que las vacunadas no los presentaron. Por lo que
podemos deducir, que al igual que en los machos vacunados, la hipd6fisis en las hembras
inmunizadas tampoco respondié y no se desencadend la ovulacion de los foliculos

ovaricos.

En cuanto al estudio histoldgico del ovario del grupo control vimos: cuerpos
luteos, foliculos ovaricos en distinto grado de desarrollo, a diferencia del grupo tratado,

en el que observamos un claro aumento de los foliculos atrésicos.

En las hembras, el desarrollo de las génadas conlleva no sélo la oogénesis sino

también la foliculogénesis, durante la cual se pueden observar foliculos en diferentes
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estadios de maduracién hasta llegar a producirse la ovulacion del oocito albergado en su

interior.

Segun (Hutt et al. (2006), en mamiferos, los foliculos ovaricos primordiales se
desarrollan durante la vida fetal. No obstante, también se pueden desarrollar en la vida
postnatal temprana, como ocurre en las ratonas y las conejas. Una vez que la hembra
llega a la pubertad la activacion con éxito del foliculo primordial es critica para la
fertilidad, pero los factores que caracterizan y regulan este proceso son escasamente

conocidos.

Segun Braw-Tal (2002) la activacion del foliculo se define ampliamente por tres

acontecimientos importantes:

1-Transicion de las células de la granulosa que rodean el oocito de una morfologia

aplanada a otra cuboidea.
2- Proliferacion lenta de células de la granulosa.
3- Crecimiento del oocito seguido por mitosis rapida de las células de la granulosa.

En la coneja, durante la vida fetal, las células germinales primordiales migran a
la gbnada primitiva durante las semanas segunda y tercera de una gestacién de 31 dias.
El proceso de la oogénesis se inicia al nacer y la oogonia entra en meiosis y se convierte
en oocito | durante los 10 primeros dias de vida. En la semana post-natal 3, el ovario
comprende foliculos tanto primordiales como en ligero desarrollo, sin embargo, los
foliculos antrales se detectan por primera vez durante la semana 12 del desarrollo
postnatal (Hutt et al., 2006).

Gondos y Zamboni (1969) demostraron que el inicio de la activaciéon de los
foliculos primordiales y el desarrollo temprano estdn asociados con el crecimiento de
los oocitos, asi como con la morfogénesis y la proliferacion de las células de la
granulosa. Por lo tanto, el proceso de formacién completa del foliculo primordial es
presumiblemente completado entre la segunda y cuarta semanas de edad. En los
primeros 10 dias de vida, Peters et al. (1965), sugirieron que todas las células

germinales en el ovario de conejo de 2 semanas de edad habian salido de la mitosis y

110




Inmunomodulacién del eje hipotalamo-hipéfisis-génada:
Valoracidn del conejo como biomodelo para el estudio de la fisiologia de la
reproduccion

DISCUSION

estaban en diversas etapas de la profase meidtica. Sin embargo, YounglLai (1985),
encontré un pequefio nimero de oogonias (estadio previo al oocito I) en los ovarios

obtenidos a partir de conejos de 15 dias de edad.

En el desarrollo de los distintos estadios foliculares y en la ovulacion van a
actuar de forma sinérgica la FSH y la LH, ademas del estradiol y la progesterona. La
primera tiene un papel méas importante durante el crecimiento folicular, mientras que la

LH predomina en los estadios finales: desde la maduracion hasta la ovulacion.

En las hembras, tras la administracion de la vacuna, hemos observado los
mismos efectos que en los machos en cuanto a LH y esteroides sexuales. Ademas,
hemos detectado que la vacuna tiene efectos a nivel del tamafio de las poblaciones
foliculares menos avanzadas (Foliculo primordial, Foliculo primario temprano y
Foliculo primario). No obstante, en los foliculos més desarrollados (Foliculo primario
en crecimiento + Foliculo preantal y Foliculo antral) no ha habido diferencias en cuanto
a los didmetros foliculares entre grupos experimentales tratados o no. Estos ultimos son
responsables de la produccién estrogénica del ovario que se vio perjudicada en las
conejas inmunizadas. Ademas, observamos un aumento de las concentraciones séricas
de estradiol en las controles con respecto a las conejas inmunizadas tras la induccién
con GnRH. Pensamos que dada la disminucién del tamafio de algunas poblaciones
foliculares en el grupo inmunizado y al ser el estradiol una de las hormonas clave en y
para la maduracion folicular (Welschen et al., 1975), se podria justificar el descenso de

las concentraciones séricas de esta hormona en el grupo tratado.

Por lo tanto, el empleo de este inmundgeno en conejos ha resultado efectivo para
el control de las hormonas y esteroides sexuales tanto en machos como en hembras, y a
su vez el conejo un buen modelo animal para este estudio y sus posibles aplicaciones en
las diferentes patologias relacionadas con la inhibicidn del eje hipotalamo-hipofisario-
gonadal.
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Considerando las condiciones experimentales y en base a los resultados obtenidos,
las conclusiones de esta Tesis doctoral en cuanto a los efectos de la administracion de
un inmundgeno anti-GnRH a conejos y conejas prepuberes, en dos dosis subcutaneas
separadas 4 semanas, son:

[EEN
[

3

4

La titulacion de anticuerpos anti-GnRH, tanto en machos como en hembras,
confirman su efecto inmundgeno durante al menos 10 semanas.

Los cambios hormonales observados en las concentraciones séricas de LH,
progesterona, estradiol y testosterona, confirman que se produce una inhibicion
de la funcion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada por la accidn del inmunogeno
administrado.

Morfolégicamente se ha puesto de manifiesto una disminucién del tamafio y del
peso de las gbnadas en los conejos vacunados de ambos sexos.

El inmuno6geno administrado, a nivel histologico, ha producido una disminucién
del tamafio de los tabulos seminiferos, asi como del numero de las células de
Leydig y de la presencia de espermatidas en el caso de los machos, y en el caso
de las conejas inmunizadas, hay alteraciones en algunos de los distintos estadios
foliculares, asi como una disminucién en la presencia de cuerpos luteos,
hemorréagicos y un aumento de foliculos atrésicos.

Por lo tanto, el empleo de este inmundgeno en conejos ha resultado efectivo para
el control del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada, tanto en machos como en
hembras, definiendo a esta especie como un buen modelo animal para estudios
que precisen de una inhibicion del sistema reproductor y sus posibles
aplicaciones en otras especies.
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