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RESUMEN

La sincronizacion del celo es una técnica necesaria en las explotaciones cunicolas. En este
trabajo se han utilizado un total de 60 conejas primiparas lactantes en dia 25 post-parto (pp)
distribuidas en 5 grupos de 12 animales: el grupo PG recibi6é un 2.5% de propilen glicol en el
agua de bebida desde el dia 22 pp, el grupo eCG se tratdé con 25 Ul de eCG (i.m.) el dia 23
pp, el grupo BIO fue separado transitoriamente de sus camadas durante 24 horas, el grupo
PGBIO se suplementé con 2,5% de PG y ademas se le separd transitoriamente de su
camada, y por ultimo, el grupo C que no fue sincronizado. Estudiamos el efecto de estos
tratamientos sobre el peso vivo, la composicion corporal, el consumo de alimento, la
concentracién de los acidos grasos no esterificados (AGNE), la glucosa y las proteinas
plasmaticas, el crecimiento de los gazapos y la fisiologia ovarica. Aunque todos los grupos
tuvieron el mismo consumo de pienso, las conejas del grupo PG presentaron menos
cantidad de proteina (P<0,003) y de grasa corporal (P<0,06) el dia 25 pp que al principio del
tratamiento. En los grupos PG y PGBIO, las concentraciones de AGNE no se modificaron y
las concentraciones de proteinas plasmaticas eran mas altas el dia 22 que el 25 pp. En
todos los grupos las concentraciones de glucosa aumentaron (P<0,001) y las camadas
crecieron significativamente (P<0,001). Las poblaciones foliculares ovaricas en el dia 25 pp,
asi como la maduracion nuclear in vitro de los oocitos no se vieron afectadas por ningun
tratamiento. El grupo PG presenté una baja proporcion de oocitos no madurados
citoplasmicamente (P<0,05). En conclusion, ninguno de los tratamientos aplicados, incluido
el hormonal, ha presentado resultados definitivamente mejores que el grupo control, por lo
que es necesario estudiar otras combinaciones o métodos para poder conseguir mejorar
sustancialmente los parametros reproductivos en conejas primiparas lactantes en el dia 25
pp-
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INTRODUCCION

La condicién corporal y el balance energético de las conejas reproductoras es un punto
critico de las granjas comerciales. Hay muchos factores que alteran este balance, el cual es
particularmente negativo en las conejas primiparas (Parigi Bini and Xiccato, 1998) vy
empeora los resultados reproductivos (Arias-Alvarez et al., 2009). Para actuar sobre el
balance energético, se puede reducir el intervalo parto-inseminacion, solapandose lactacion
y gestacion, lo que implica una competicion de requerimientos energéticos por parte de los
fetos y de la glandula mamaria. De este modo, hemos demostrado en trabajos previos
(Arias-Alvarez et al., 2009), que la IA a los 11 dias post-parto (dpp) repercute sobre el
estado metabolico y afecta negativamente a los foliculos ovaricos y a la calidad de los
oocitos de las conejas primiparas. Si estas hembras se inseminan a 32 dpp con destete
previo a 28 dpp, las reservas corporales, la funcion ovarica, la calidad de los oocitos, la
fertilidad y la prolificidad mejoran con respecto al dia 11pp. Si adelantamos mas el destete a
25 dpp, el dia 32 pp se observan mejoras significativas de las reservas corporales pero la
actividad ovérica es similar a la de conejas primiparas en dia 32 pp sin destetar (Sakr et al.,
2010). Debido a que la IA en dia 32 pp implica extensificar demasiado el ritmo de cubricion
con consecuencias negativas en la productividad de gazapos por afio, en el engrasamiento
de las hembras y, en definitiva, en los resultados reproductivos en sucesivos ciclos, se
requiere un ligero acortamiento de este ritmo de cubricion acompafiado de tratamientos de
sincronizacion de celo. El mas comiun es el empleo de eCG (equine Chorionic
Gonadotrophin) pero es un tratamiento hormonal que tiene connotaciones negativas en el



ISSN: 1988-2688
RCCV Vol. 6 (1). 2012

consumidor y la Union Europea tiende a limitar su uso en animales de consumo (Castellini,
1996). Por otro lado estan los métodos de bioestimulacion, como la separacion transitoria de
la camada durante 24 horas antes de la IA, que reducen las concentraciones de prolactina
(Ubilla et al., 2000) y mejoran la calidad folicular y de los oocitos comparados con la eCG
(Arias-Alvarez et al., 2010a). Pero no se ha estudiado su efecto cuando la separacién de la
camada se realiza en momentos avanzados de la lactacion. Ademas, para mejorar la
ingestion de energia y las reservas corporales de las conejas y mejorar la actividad ovarica,
algunos autores han sugerido la suplementacion energética. Una de las sustancias que se
emplea es el propilen-glicol (PG; C3HsO,) que es un alcohol polihidrico con muy baja
toxicidad (EMEA, 1996). Este precursor de la glucosa tiene un alto contenido energético (21
Mj de energia bruta/kg) y se han descrito mejores resultados de fertilidad en conejas cuando
se diluye en el agua de bebida y se administra antes de la IA (Luzi et al., 2001); o también
se ha observado que el intervalo de dias entre el parto y la cubricion natural efectiva es mas
reducido cuando se suministra en el pienso (Nicodemus et al., 2005).

Con este trabajo pretendemos estudiar métodos de sincronizacién de celo alternativos al
empleo de hormonas que tienen que ser faciles de aplicar, baratos, en consonancia con el
bienestar de los animales y bien adaptados al manejo en ciclos. El principal objetivo, por
tanto, fue evaluar el efecto de 4 métodos de sincronizacién (eCG, separacion de camada,
flushing con PG y flushing con PG+separacion) sobre el peso, la composicion corporal, el
consumo de pienso y los parametros metabdlicos de conejas primiparas lactantes
inseminadas en el dia 25 pp, asi como sobre su fisiologia ovarica y el peso de sus
camadas.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado un total de 60 conejas primiparas lactantes (Californian x New Zealand
White) alojadas en la granja experimental de la UPM, en jaulas metalicas individuales
(50x70x32cm) bajo condiciones ambientales controladas (16 h de luz, 18-22°C, 60-75%
humedad). Se alimentaron con un pienso comercial ad libitum (NANTA S.A., Tres Cantos,
Madrid) que contenia un 16% de proteina, un 15,7% de fibra bruta, un 2,5% de grasa y una
energia digestible de 2.700 Kcal/kg. Todos los procedimientos experimentales han sido
aprobados por el Comité de Etica de la UPM siguiendo los requisitos para el cuidado y
utilizaciéon de animales de experimentacion (BOE, 2005, 2010).

Las camadas de las conejas se igualaron a 8 gazapos un dia después del parto y este
numero se mantuvo constante reemplazando las bajas con gazapos de la misma edad vy
peso. Las conejas se distribuyeron al azar en 5 grupos de 12 animales cada uno, en los que
se aplicaron diferentes estrategias de sincronizacién de celo justo antes de ser sacrificadas
el dia 25 pp: el grupo PG recibidé un 2,5 % de PG en el agua de bebida durante 4 dias; el
grupo eCG fue tratado con 25 Ul de eCG (i.m.) 48 horas antes de la eutanasia; el grupo BIO
fue separado de su camada 24 horas antes de la eutanasia; el grupo PGBIO recibio la suma
de los tratamientos aplicados al grupo PG vy al grupo BIO; y por ultimo, el grupo control que
no recibié ningun tratamiento previo.

Se determind: el peso, la composicion corporal, los parametros metabdlicos de las conejas y
el peso de las camadas de todos los grupos a los 22 y 25 dpp. Ademas se registré el
consumo de pienso de las conejas desde el parto hasta el dia 22 y entre los dias 22 y 25 pp.
La eutanasia se realiz6 en una camara hermética de CO, (5 minutos) al final de los
tratamientos (el dia 25 pp). Para determinar la actividad ovarica, ambos ovarios se
extrajeron mediante laparotomia media ventral. Uno de ellos se utilizd para los estudios
histolégicos y el otro para los estudios de maduracion in vitro de los oocitos.

La composicion corporal se estimé mediante un analisis de bioimpedancia (BIA) utilizando el
aparato Model Quantum Il (RJL Systems, Detroit, MI, USA) siguiendo el procedimiento
descrito por Rebollar et al. (2011). Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena
marginal de la oreja en tubos no heparinizados a las 9:00 a.m. y el suero se obtuvo después
de centrifugar a 1370 g (3500 rpm) durante 10 minutos a 4°C y se almacend a -32°C. Los
AGNE se determinaron con el kit de andlisis Wako Chemicals GmbH Specialty Chemicals
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(Neuss, Germany). La glucosa con el método GOD-PAP vy las proteinas plasmaticas totales
con el método Biuret, ambos métodos de los laboratorios RANDOX (Crumlin, UK).

De los ovarios se determind el numero de foliculos antrales 21 mm de diametro y de
foliculos hemorragicos en la superficie ovarica. Después, uno de cada animal se almacend
en una solucién de paraformaldehido al 4% (pH 7,2-7,4), se deshidraté en diluciones
crecientes de etil-alcohol, se introdujo en parafina, se secciond en cortes de 5 ym de grosor
y se tind con hematoxilina-eosina. En dichos cortes (2 por ovario) se estudiaron las
poblaciones foliculares con un microscopio 6ptico (Olympus BX40, Hamburg, Germany),
considerando los diferentes grados de desarrollo (foliculos primarios, preantrales y antrales)
teniendo en cuenta el numero de capas de la granulosa de acuerdo a Rebollar et al. (2008).
Los complejos cumulo-oocito (CCOs) se aspiraron de los foliculos antrales = 1 mm de
diametro de los ovarios restantes. Se lavaron y se maduraron durante 16h a 38°C y a una
atmosfera de 5% de CO,, a maxima humedad y en 500 pl de un medio de maduracion
segun la composicion descrita por Lorenzo et al. (1997). Después de la maduracion, los
CCOs se estudiaron con microscopia confocal, tal y como describieron Arias-Alvarez et al.
(2009). El grado de maduracion nuclear se determind por el porcentaje de oocitos que
mostraron la configuracion nuclear de metafase Il. El grado de maduracion citoplasmica, se
determind segun el patron de migracion de los granulos corticales (GCs) que presentaban
los oocitos, clasificandose como migrados o maduros (aquéllos en los que los GCs estaban
adyacentes a la membrana plasmatica); parcialmente migrados (si los GCs estaban en la
zona cortical indicando un inicio de maduracién); inmaduros o no migrados (si los GCs
estaban distribuidos por todo el citoplasma sin iniciar migracion) o anormalmente migrados
(con una distribucién anédmala compatible con oocitos de baja calidad o degenerados).

Los datos se analizaron con el software Statistical Analysis Systems (SAS/STAT 1999-
2001). Las diferencias en el peso vivo, la composicién corporal, el consumo, y los
parametros metabdlicos se analizaron con el procedimiento MIXED para medidas repetidas
con el método de sincronizacién de celo, el tiempo y su interaccion como efectos principales.
Ademas, el peso y la ganancia de peso de las camadas desde el dia 22 al dia 25 pp se
analizé con el mismo procedimiento con el tratamiento de sincronizacion de celo como
efecto principal. La categorizacién folicular se analizé con el procedimiento GLM. Las
medias se compararon con un test t de Student. Para comparar las tasas de maduracion
nuclear y citoplasmica de los oocitos madurados in vitro se utiliz6 el procedimiento
CATMOD. Todos los resultados se muestran como medias * error estandar de la media.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las camadas crecieron desde el dia 22 al 25 pp (P<0,001) en todos los grupos, pero la
ganancia de peso no fue igual en todos ellos (P<0,05). Las camadas que no pudieron
mamar durante 24 horas (BIO y PGBIO) ganaron menos peso (+397 + 145g y +408 + 139 g,
respectivamente) que las del grupo eCG (+866 + 132g) y que las del grupo PG (+973 %
1339); las camadas del grupo control incrementaron su peso en un valor intermedio (+608 +
132g). Aunque esta diferencia en la ganancia de peso se debe a la ausencia de
amamantamiento, éste no afecta a la viabilidad de las camadas porque el volumen de leche
en sus estémagos es suficiente para mantenerlos vivos (Rebollar et al., 2004). Los gazapos
recién nacidos pueden estar sin mamar y sobrevivir hasta 48 horas, y gazapos de mas edad
como es este caso, pueden incluso perder dos amamantamientos, sobreviviendo hasta 72
horas sin graves problema (Jilge y Hudson, 2001).

El consumo de alimento de las conejas desde el parto hasta el dia 21 pp y desde el dia 22
al 25 pp fue similar en todos los grupos, con una media de 335,6 + 15,6 and 421 + 35,9
g/dia, respectivamente. Es un valor normal ya que durante la lactacion, las necesidades
energéticas aumentan drasticamente después del parto, pasando de 150 g/dia durante la
gestacion a 400 g/dia al final del periodo de lactacion (Fortun-Lamothe y Gidenne, 2006).
Ademas, observamos que el PG no afecté al consumo de alimento, tal y como han descrito
otros autores utilizando sustancias similares al PG, como el glicerol (Donkin et al., 2007;
Wang et al., 2009). No obstante, Heinz et al. (2000) observaron una reduccion en este
pardmetro en gazapos suplementados con PG, pero el periodo de suministro fue mucho
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mas largo (24 dias) que el de este trabajo.

Las conejas del grupo PG pesaron menos (P<0,003; Figura 1), tenian mas contenido en
proteina corporal (P<0,003) y una tendencia a tener menos lipidos (P < 0,06), el dia 25 pp
que el dia 22 pp. Dado que el consumo de alimento fue igual en todos los grupos y que en el
otro grupo que también consumié PG (PGBIO), la composicién corporal no se vio afectada,
no se puede decir con seguridad que el PG haya tenido un efecto significativo sobre el peso
y la composicion corporal de las conejas.

Figura 1. Peso y composicion corporal de conejas primiparas lactantes desde el dia 22 (o) al 25 pp (m).
Control; eCG: 25 IU gonadotropina coridnica equina i.m. el dia 23 pp; BIO: separacion transitoria de la
camada desde el dia 24 al 25 pp; PG: 2,5% de propilen glicol en el agua desde el dia 22 al 25 pp.; PGBIO:
2,5% de propilen glicol en el agua desde el dia 22 al 25 pp y separacion de camada desde el dia 24 al 25

Pp.
Letras diferentes muestran diferencias significativas entre dias (a, b: P < 0,003; c, d: P = 0,06).
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Las concentraciones séricas de AGNE se encuentran dentro de los valores observados en
conejas lactantes en el mismo periodo (Rebollar et al., 2011). Estos valores bajaron el dia 25
pp con respecto al dia 22 (Figura 2; P<0,01) pero este descenso sélo fue significativo en los
grupos eCG (P<0,01) y BIO (P<0,001), y con una tendencia en las del grupo C (P = 0,06).
La manipulaciéon de los animales al ser pinchados en el grupo eCG o la ausencia de
amamantamiento en el grupo BIO pudo producirles un estado de estrés que elevaria los
niveles de glucosa en sangre en respuesta al cortisol. La hiperglucemia, a su vez,
repercutiria en un mayor descenso de AGNE circulantes porque provoca la liberacién de
insulina y ésta, disminuye la lipolisis y la liberacién de AGNE al plasma sanguineo. Sin
embargo, en las conejas suplementadas y separadas de sus camadas (PGBIO), los AGNE
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no descendieron de manera significativa, por lo que esta hipétesis no seria valida. Ademas,
aunque el consumo de alimento fue similar en todos los grupos, también en todos, las
concentraciones de glucosa tendieron a ser mas elevadas el dia 25 pp con respecto al dia
22 pp (P = 0,06). Los unicos tratamientos que tendrian que haber tenido efecto directo sobre
las concentraciones séricas de glucosa deberian haber sido los que incluian la
suplementacion con PG. Esta ausencia de efecto del PG sobre la glucemia y la insulina se
ha observado también en vacas de leche en post-parto por otros autores (Pickett et al.,
2003; Castafieda-Gutiérrez et al., 2009).

Figure 2. Parametros séricos de las conejas primiparas lactantes desde el dia 22 (o) al 25 pp (m). C:
control. eCG: 25 IU gonadotropina coridnica equina i.m. el dia 23 pp. BIO: separacion transitoria de la
camada desde el dia 24 al 25 pp. PG: 2,5% de propilen glicol en el agua desde el dia 22 al 25 pp. PGBIO:
2,5% de propilen glicol en el agua desde el dia 22 al 25 pp y separacion de camada desde el dia 24 al 25
PP.
Letras diferentes muestran diferencias significativas entre dias (a, b: P =0,06; c,d: P <0.01; e, f: P <
0,001) o entre tratamientos (A, B: P=0,06).
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Dado que el aumento de glucosa fue también detectado en todos los grupos puede que
haya sido una consecuencia directa de las manipulaciones de los animales necesarias para
pesarlos, para estimar su composicidén corporal o para la obtenciéon de muestras de sangre.
Estas maniobras pueden provocar cierto estado de estrés en los animales con la
consiguiente estimulacién del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, la liberacién de
glucocorticoides al torrente sanguineo (Mason, 1968) y la hiperglucemia consiguiente en
todos los grupos (Reis, 1996; Vallee, 1996). En cualquier caso, las concentraciones de
glucosa observadas en nuestro trabajo han sido consideradas por otros autores dentro de
los niveles fisiolégicos para esta especie (Bakirel et al., 2008; Winiarska et al., 2008) y como
se ha dicho anteriormente, no consiguen disminuir significativamente los AGNE, ni el
consumo, ni mejorar el balance energético. Segun Castafieda-Gutiérrez et al. (2009), el PG
s6lo consigue disminuir los AGNE en vacas de leche en preparto pero no en post-parto, con
lo cual y de acuerdo a nuestros resultados, no es eficaz a la hora de mejorar el balance
energético cuando se administra en este ultimo periodo.

Las proteinas plasmaticas totales tendieron a ser mas elevadas en el grupo PG y PGBIO
que en el resto de los grupos el dia 22 pp (P = 0,06), pero no se observaron cambios a lo
largo del tiempo. Este incremento no parece tener importancia biolégica ya que se
encuentran dentro de limites fisiolégicos caracteristicos de una hembra lactante y no
tendrian por qué afectar a nivel metabdlico, ni reproductivo.

Las condiciones corporales pobres al principio de la lactacion se asocian con una peor
respuesta folicular a las gonadotropinas (revisado por Diskin et al., 2003). En vacas se
puede incrementar la foliculogénesis y las tasas de ovulaciéon con la suplementacion
energética (Downing et al., 1995; Williams et al., 2001; Mufioz-Gutiérrez et al., 2004). De
hecho, Miyoshi et al. (2001) demostraron una mejor calidad de los foliculos y de la funcion
ovarica en vacas suplementadas diariamente con PG durante 7 a 42 dias después del parto
comparadas con vacas controles no suplementadas. Sin embargo, en la misma especie,
también se ha descrito la ausencia de efecto a nivel folicular con la suplementacion de PG
durante 21 dias (Moallem et al., 2007) 6 28 dias (Rizos et al., 2008) al principio del post-
parto. En conejas, se han visto mejorados los porcentajes de fertilidad con una
suplementacion de un 2% de PG pero no se han aportado mas resultados reproductivos
relacionados con la actividad ovarica (Luzi et al., 2001). En el presente trabajo, no hemos
visto que las poblaciones foliculares observadas en los cortes histoldgicos ovaricos se vieran
afectadas por los tratamientos, obteniéndose una media 11,5 * 2,4 foliculos primarios, 9,98
+ 2,0 preantrales y 11,0 + 1,6 antrales por ovario, respectivamente. Por lo tanto, no
encontramos ningun efecto del flushing administrado, ni del resto de los tratamientos sobre
el desarrollo folicular.

Tabla 1. Maduracién nuclear (metaphase Il) y citoplasmica (migracion de granulos corticales) de los
oocitos de conejas lactantes en el dia 25 pp. C: control. eCG: 25 IU gonadotropina corionica equina i.m.
administrada el dia 23 pp. BIO: separacion transitoria de la camada desde el dia 24 al 25 pp. PG: 2,5% de
propilen glicol en el agua desde el dia 22 al 25 pp. PGBIO: 2,5% de propilen glicol en el agua desde el dia

22 al 25 pp y separacion de camada desde el dia 24 al 25 pp.
Letras diferentes muestran diferencias significativas entre tratamientos

Grupos Experimentales

C eCG BIO PG PGBIO ¥? P
N° oocitos 92 38 44 50 101
Metaphase Il (%) 66,3 68,4 70,5 78,0 60,4 10,07 n.s.
Granulos corticales (%)
Completamente n.s.
migrados 11,1 19,0 7,32 16,0 10,0 2,19
Parcialmente n.s.
migrados 20,0 23,8 24 .4 440 20,0 4,91
No migrados 60,0a 429ab 60,9a 28,0b 55,0a 10,6 0,03

Degenerados 6,67 14,3 7,32 12,0 15,0 2,36 n.s.

11
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Tal y como se muestra en la Tabla 1, no se observaron diferencias en las tasas de
maduracién nuclear de los oocitos. El grupo PG presenté una tasa mas baja de oocitos con
GCs no migrados que el grupo BIO, PGBIO y C (P<0,03). No se observaron diferencias
significativas entre tratamientos en el porcentaje de oocitos con GCs migrados, parcialmente
migrados o degenerados. Hay muy pocos estudios que aporten informacién sobre el impacto
del PG sobre la maduracion del oocito. De acuerdo con nuestros resultados, Rizos et al.
(2008) tampoco encontraron ningun efecto sobre la calidad del oocito medida mediante la
tasa de blastocitos desarrollados después de la fecundacién in vitro en vacas tratadas
durante 28 dias con PG durante el post-parto. Ademas, otras suplementaciones como los
acidos grasos tampoco parecen mejorar la calidad del oocito (Fouladi-Nashta et al., 2009) o
pueden incluso tener efectos adversos sobre dicha calidad, tal y como observé Rooke et al.
(2009) con dietas ricas en almidon, Arias-Alvarez et al. (2010b), en dietas ricas en lignina o
Amstrong et al. (2001) con dietas altas en proteina.

CONCLUSION

Las conejas primiparas lactantes suplementadas con PG tendieron a perder peso y grasa
corporal cuando este tratamiento se aplicé desde el dia 22 al 25 pp, afectando sélo
ligeramente a la maduracién citoplasmica de sus oocitos. Ningun método de los estudiados
ha determinado una mejora considerable del balance energético ni de la actividad ovarica en
dia 25 pp para este tipo de conejas. Se requiere, por tanto, el estudio y la combinacion de
mas estrategias no hormonales para poder conseguir efectos sustanciales a nivel
reproductivo en este periodo tan crucial de la vida productiva de las conejas.
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