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Resumen: la inhibicion del eje hipotalamo-hipdfisis a partir de la administracion de una
vacuna frente a GnRH (IMPROVAC® Pfizer Animal Health S.A) para evitar el desarrollo
de los drganos sexuales es ya una realidad en animales de produccién. Paralelamente a
un estudio llevado a cabo en machos, se ha realizado una valoracién del modelo
experimental en conejos hembra para saber si éstos animales son viables a la hora de
realizar pruebas de funcionalidad de dicha vacuna. Para ello, se han empleado 18
animales repartidos en dos grupos: 8 control y 10 vacunados. Se les administraron dos
dosis vacunales, la primera a las 11 semanas de vida y la segunda, 4 semanas mas
tarde. Cada semana se realizaron extracciones de sangre para controlar las variaciones
de hormona luteinizante (LH) y de progesterona (P4) en sangre mediante ELISA. Las
conejas se sacrificaron a las 24 semanas de vida y se les extrajeron los ovarios; uno se
usé para realizar un estudio histoldgico de las posibles alteraciones microscopicas que
pudiera haber generado la vacuna y con el otro se realizd un homogeneizado que se
sometid a una prueba ELISA para cuantificar la cantidad de P4 que habia en
comparacion a los animales control. Las diferencias entre los animales vacunados y
controles fueron enormes tanto en los resultados de las pruebas de ELISA como en el
analisis microscopico de los cortes histoldgicos de los ovarios, demostrando que la
vacuna es eficaz en conejos y que este animal es adecuado para el modelo
experimental.
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INTRODUCCION

Uno de los sistemas para producir una inmunoesterilizacion es el basado en la
administracion de una vacuna anti-GnRH que inhibe el eje hipotdlamo-hipdfisis,
responsable de la sintesis de hormonas esteroides, fundamentalmente progesterona y
LH, que juegan un papel fundamental en el desarrollo y maduracidn sexual de los
mamiferos. Dentro de los diferentes sistemas inmunocontraceptivos, la vacuna anti-
GnRH se emplea de forma satisfactoria en la inmunocastracién en cerdos de
produccién. La vacuna (IMPROVAC®, Pfizer Animal Health S.A. Espaia) contiene un
andlogo sintético de la GnRH natural que se conjuga con una proteina, de tal manera
que el organismo reacciona inmunoldgicamente estimulando la produccion de
anticuerpos especificos contra la GnRH hipotaldmica impidiendo que ésta se una a sus
receptores y bloqueando asi el eje hipotdlamo-hipdfisis-gdnada. Al no ejercerse la
accion de la GnRH no se estimula la produccién hormona foliculo-estimulante (FSH) ni
hormona luteinizante (LH) hipofisarias, que son las encargadas del desarrollo
reproductivo y sexual, que inducen la maduraciéon de las génadas, la produccidon
esteroidogénica y el establecimiento del ciclo reproductivo en las hembras (1)

La dosis inicial se encarga de crear células de memoria, pero no estimula una
produccién de anticuerpos activos. Al administrar la segunda dosis, el organismo
reconoce el antigeno y se produce una respuesta incrementando la produccidon de
anticuerpos. Es conveniente aplicar esta vacuna en animales jévenes, antes de que se
produzca el completo desarrollo reproductivo, dado que esto asegura una mayor
eficacia ). Sin embargo, si no se lleva a cabo una revacunacién continuada, algunos
estudios apuntan a que el nivel de anticuerpos desciende y el efecto de la vacuna pasa
a ser reversible . En este estudio se pretende valorar si es posible utilizar el conejo
como modelo experimental para evaluar la eficacia de esta vacuna y sus consecuencias
sobre hormonas de origen hipofisario como la LH y Progesterona (P4). Ademas se ha
guerido analizar los efectos sobre el tejido ovarico.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron un total de 18 conejos (Oryctolagus cuniculus) hembras hibridos
(Neozelandés blanco x Californiano) divididos al azar en 2 grupos, el primero llamado
CH o hembras control estaba formado por 8 animales que no recibieron ningln
tratamiento y un segundo grupo denominado VH, formado por hembras vacunadas
con 10 animales a los que se les administrd anti-GnRH. Los animales fueron alojados en
ambiente controlado en el Animalario del Departamento de Fisiologia Animal de Ila
Facultad de Veterinaria (N2 Registro EX-011-U).

La administracién de la vacuna se llevé a cabo en dos dosis (1ml/conejo s.c.), la
primera a las 11 semanas de vida y la segunda 4 semanas después (fase prepuberal).
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En la semana 23 (fase puberal), a todos los animales se les suministré un analogo de
GnRH, gonadorelina acetato, a una dosis de 1 mL/ animal i.m. (Inducel GnRH,
Laboratorios Ovejero. Espafia). A todos los animales se les tomd una muestra
sanguinea cada 7-15 dias, que fue centrifugada para separar el suero. Este fue
alicuotado y almacenado a -202C hasta su posterior andlisis. El dia de la estimulaciéon
hipofisaria, se tomaron 4 muestras sanguineas a los 0, 60, 120 y 180 minutos post
inyeccion con gonadorelina.

Al sacrificio de los animales, a las 24 semanas de vida, se procedio a la extraccién
de los ovarios. Tras su pesado, el ovario derecho se congelé inmediatamente a -20 2C
para su posterior homogeneizado y analisis. El ovario izquierdo se introdujo en
formaldehido al 4% para su posterior parafinado, cortado y tedido con
hematoxilina/eosina para su estudio histolégico. Para determinar Progesterona en el
ovario, se tomd una cantidad determinada del tejido y se macerd utilizando un
homogeneizador de vidrio disolviendo el tejido en PBS (Tampdn fosfato, pH 7,4).
Posteriormente se congeld y descongeld 3 veces para romper las células y favorecer la
salida de la P4 de las mismas. Tras centrifugar el homogeneizado, se separé el
sobrenadante y congeld a -202C.

Para determinar progesterona en suero y homogeneizado de ovario, se empled
un kit comercial (P4 ELISA, Demeditec Diagnostics GmbH, Germany) basado en el
principio de uniéon competitiva. Los pocillos de las placas estan recubiertos con un
anticuerpo monoclonal especifico antiprogesterona. A los pocillos se les anaden una
cantidad determinada de estdndares y suero de las muestras e inmediatamente se
afade el conjugado (P4-HR-peroxidasa) la progesterona de las muestras o estandares,
compiten con el conjugado por los lugares de unién al anticuerpo. Después de la
incubacidn el conjugado no unido se separa por lavado de la placa. En el siguiente paso
se afnade el sustrato y cromdgeno (TMB) que reaccionard con la peroxidasa
provocando un cambio de color cuya intensidad es inversamente proporcional a la
cantidad de hormona natural que tenga la muestra.

La determinacion de LH se realizdé utilizando una técnica ELISA especifica de
conejo desarrollada en el Dpto. de Fisiologia Animal, Veterinaria UCM (). Dicha técnica
utiliza antigenos y anticuerpos especificos de conejo, asi como un anticuerpo
secundario. Se basa en una reaccién de competicién entre la LH de la muestra y
estdndar con un conjugado formado por LH de conejo unido a biotina que reaccionara
con estreptavidina unida a HRP. Las placas se leyeron en un espectrometro de
microplacas (Stat Fax® 3200, Awareness Technology, Inc.USA) y las absorbancias
fueron procesadas utilizando un software (Miraibio Inc. USA) que tras utilizar un
algoritmo de 4 pardmetros logisticos para ajustar la curva estandar, proporciona la
concentracién de LHy progesterona en ng/mL.

Todos los resultados fueron analizados con un test ANOVA. Se consideraron
resultados estadisticamente significativos cuando p< 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La primera dosis vacunal se administrd a las 11 semanas de vida y la segunda a
partir de las 15 semanas. En las semanas posteriores, se observé que en los animales
controles, los niveles séricos de LH (Fig. 1) mantenian en principio una similitud entre
el grupo control y el vacunado. Progresivamente fueron aumentando en el grupo
control observandose un incremento estadisticamente significativo en la semana 18 de
vida. Este incremento parece indicar la entrada en pubertad de las conejas donde se
producen aumentos puntuales (2), que posteriormente bajan a niveles basales. Sin
embargo, en el grupo vacunado la LH mantenia unos niveles basales. A las 23 semanas
se inyectd a todos los conejos GnRH exdgena para valorar la respuesta hipofisaria y
ovdrica. A los 60 y 90 minutos de la estimulaciéon con gonadorelina, los niveles séricos
de LH de los animales control se incrementan considerablemente (pico de la LH)
manteniéndose a los 90 minutos y llegando a valores basales a los 180 minutos ).
Estas concentraciones de LH inducen la estimulacién folicular y la ovulacién. Sin
embargo, en los animales vacunados los niveles de hormona no sufren apenas
cambios. En la valoracion de la P4 (Fig. 2), los niveles se observan muy bajos en ambos
grupos, control y vacunadas, hasta el momento de la estimulacidon con gonadorelina.
Se aprecié un incremento brusco y progresivo de los niveles de P4 de las hembras
control consecuentes a la respuesta a la LH, y una ausencia completa de respuesta de
las hembras vacunadas.
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Figura 1. Figura 2.

El estudio de los niveles de progesterona en los homogeneizados ovaricos (Fig.
3) también sefialé que existian marcadas diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) entre las hembras vacunadas y las control.

Se observd que los niveles de progesterona en hembras control eran de

500ng/g, mientras que en las hembras vacunadas los niveles de la hormona son muy
inferiores, de 50ng/g, al final de la experimentacion.
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Figura 3.

Paralelamente al estudio de las variaciones hormonales, se realizd un estudio
histolégico de los ovarios para comprobar microscépicamente si existian diferencias
estructurales destacables entre ambos grupos de animales. Se observd una evidente
atrofia del parénquima, habiendo una falta de desarrollo de foliculos en distintos
grados de maduraciéon de los conejos vacunados (Fig. 4) respecto a los controles (Fig.
5). Ademas, en las conejas vacunadas tampoco se observaron foliculos preovulatorios
o cuerpos luteos, presentes en los animales control.

Figura 4. Cuerpo Luteo y foliculo de ovario de Figura 5. Foliculos primordiales en ovario de
coneja control. coneja vacunada.
CONCLUSION

Después de analizar los niveles de las principales hormonas sexuales en hembras
y ver que los niveles de progesterona y LH de las conejas vacunadas eran mucho
menores que los de los controles y después de observar diferencias tanto funcionales
como estructurales, queda mds que demostrado que la vacuna es eficaz en conejos y
gue éstos sirven para analizar la funcionalidad de la misma en experimentos futuros y
por tanto, puede ser un modelo experimental valido para el estudio del efecto
inhibidor del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, que era el objetivo de nuestro
experimento.
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