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La estimulacion olfatoria en conejas jovenes con secreciones de glandulas cutaneas
de conejo macho induce crecimiento ovarico

Olfactory stimulation in young rabbits with male rabbit skin gland secretion
induces ovarian growth

José Alfonso Banda Herrera 2, Mario Pérez-Martinez &

Abstract:

Rabbit breeders need to have non-invasive natural methods that facilitate the reproductive management of this species. This study
aimed to evaluate the effect of olfactory stimulation with secretions from male rabbit skin glands on the morphological development
of ovarian follicles in female rabbits kept under farm conditions. For this purpose, New Zealand rabbits were used, and four groups
of different ages were formed (9, 12, 15 and 18 weeks). The stimulant to the females was applied through the olfactory route from
secretions obtained from the skin of adult male rabbits’ submandibular and inguinal regions. The experiment was concluded in
histological sections, and measurements were made of the ovarian follicles. A difference was found in the diameter of the ovarian
follicles in the stimulated females of the 9 to 11 and 12-to-14-week groups concerning the unstimulated ones (P<0.05 and P<0.001,
respectively). From the results obtained, it is concluded that the olfactory stimulation scheme promoted ovarian follicle development.
These results confirm the importance of the olfactory pathway in the ovarian development of young rabbits and constitute evidence
of the feasibility of the practical use of cutaneous glandular secretions in managing the rabbit's ovarian cycle under farm conditions.
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Resumen:

Los cunicultores necesitan disponer de métodos naturales no invasivos que faciliten el manejo reproductivo de esta especie. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto del estimulo olfatorio con secreciones de glandulas cutaneas de conejos macho sobre el
desarrollo morfoldgico de los foliculos ovaricos de conejas mantenidas en condiciones de granja. Con este proposito se utilizaron
conejas Nueva Zelanda con las que se formaron cuatro grupos de distintas edades (9, 12, 15 y 18 semanas). El estimulo a las hembras
se dio por via olfatoria, a partir de secreciones obtenidas de la piel de la regién submandibular e inguinal de conejos adultos machos.
Concluido el experimento en cortes histolégicos, se realizaron mediciones a los foliculos ovaricos. Se encontré diferencia en el
diametro de los foliculos ovaricos en las hembras estimuladas de los grupos de 9 a 11 y de 12 a 14 semanas con respecto a las no
estimuladas (P<0.05 y P<0.001, respectivamente). A partir de los resultados obtenidos se concluye que el esquema de estimulacién
olfatoria utilizado promovio6 el desarrollo de los foliculos ovarios. Estos resultados confirman la importancia de la via olfatoria en el
desarrollo ovarico de conejas jovenes y constituyen una evidencia sobre la viabilidad del uso préactico de las secreciones glandulares
cutaneas en el manejo del ciclo ovarico de esta especie en condiciones de granja.
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hormonasy la piel con sus anexos, como las glandulas
sudoriparas 'y sebaceas [2]. Las glandulas
submandibulares del conejo provienen de las
glandulas sudoriparas y excretan compuestos
arométicos volatiles con los que impregna individuos
de su grupo social y objetos presentes en su entorno,

1. Introduccioén

La piel est4d provista de glandulas sudoriparas
apocrinas y sebaceas [1]. Estas glandulas secretan
substancias odoriferas que son clave en la
comunicacion olfatoria entre individuos. Se ha
demostrado que existe una relacion directa entre las
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esta conducta es conocida como marcaje por
“frotamiento del mentén” [3].

Se sabe que el desarrollo y funcién excretora de las
glandulas submandibulares depende de la accion de
las hormonas sexuales [4].

El conejo presenta glandulas inguinales que se
localizan a cada lado del ano y pene y estan
constituidas de una porcion secretora sebacea
superficial y otra sudoripara mas profunda [5]. Las
secreciones combinadas de ambas porciones
anatdmicas adquieren el aspecto de una cera de color
pardo que es muy olorosa y se acumulan en los
pliegues de la piel de la region inguinal.

Las feromonas sexuales funcionan como estimulos
guimiosensoriales y contienen informacién referente al
sexo Yy estado reproductivo de los individuos por lo que
influyen en el comportamiento del macho y de la
hembra. Este mensaje es captado por una estructura
especializada llamada 6rgano vomeronasal [6]. Al
respecto, en un estudio realizado en la zariglieya
(Monodelphis domestica) se inform6é que una
feromona masculina de esta especie es capaz de
inducir el desarrollo folicular ovarico y el crecimiento
corporal en hembras jovenes [7].

Al inicio de la pubertad en la coneja ocurre el
reclutamiento de los foliculos primordiales en la
primera oleada de la foliculogénesis y los foliculos con
mayor desarrollo alcanzan un diametro mayor [8].

En la cunicultura actual existe la necesidad de
disponer de métodos alternativos naturales de facil
aplicacién y de bajo costo para llevar a cabo el manejo
del ciclo reproductivo de la hembra con el fin de
sincronizar el momento de la copula o de la
inseminacion artificial, evitando asi, el uso de
hormonas exdgenas. Con base en este planteamiento
el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
la estimulacién olfatoria en conejas jévenes con
secreciones de las glandulas cutdneas de conejo
macho sobre la morfometria de los foliculos ovéricos
de conejas jovenes.

2. Materiales y métodos

Todos los procedimientos de manejo, cuidado y uso de
los animales utilizados en el presente estudio fueron
evaluados y aprobados por el Subcomité institucional
para el cuidado y uso de animales experimentales
(SICUAE-FMVZ-UNAM, MC-2015-1-02) [9].

Una semana previa al inicio del experimento, todos los
animales tuvieron un periodo de aclimatacion a las
condiciones de alojamiento y de manejo de la granja.
Durante el desarrollo del experimento se suministro a
todos los animales alimento concentrado balanceado
comercial en pellet y agua ad libitum. Se utilizaron
conejas Nueva Zelanda blancas alojadas en jaulas
individuales. A partir de estos animales se formaron de
manera aleatoria cuatro grupos de 9, 12, 15 y 18
semanas de edad (n=4/grupo) que fueron estimulados
por via olfatoria con secreciones de glandulas
cutaneas. Para cada grupo hubo un grupo control
(n=4/grupo) que no recibié estimulo con secreciones.
Las secreciones glandulares cutaneas se obtuvieron a
partir de conejos machos adultos Nueva Zelanda (n=3)
por frotamiento de la piel de la regién submandibular e
inguinal con hisopos estériles [10]. Para la obtencion de
la secrecion de las glandulas submandibulares de los
machos, previamente se rasurd la region del menton en
un area aproximada de 2 cm? con una rasuradora
eléctrica, previa tranquilizaciéon con acepromacina (1
mg/Kg) por via intramuscular. Las secreciones de las
glandulas inguinales se obtuvieron a partir de los
pliegues de la piel de la region inguinal.

Cada uno de los hisopos impregnados con las
secreciones de ambas glandulas se guardé en un tubo
de vidrio estéril con tapa de rosca y se mantuvo a 4° C
hasta su utilizacion. El estimulo olfatorio consistié en
dar a oler a las hembras durante tres semanas, cada
tercer dia, en sesiones de cinco minutos, hisopos
impregnados con las secreciones glandulares a una
distancia de dos centimetros de las fosas nasales. A
las hembras del grupo testigo se les dio a oler hisopos
solo humedecidos con agua destilada durante el mismo
tiempo y frecuencia. Al concluir el esquema de
estimulacion olfatoria programado, se dio muerte
humanitaria a las hembras por un método eutanasico.
Con este fin se les administr6 una sobredosis de
pentobarbital sodico (90 mg/kg) por via intracardiaca,
previa tranquilizaciéon con acepromacina (1 mg/kg) por
via intramuscular (NOM-062-ZO0-1999) [11].
Confirmada la muerte se obtuvieron de inmediato los
ovarios y se mantuvieron en solucion fijadora de
formalina amortiguada al 10% cuando menos durante
96 horas. Una vez fijados se obtuvieron fragmentos del
tejido y procesaron por medio del método de inclusion
en parafina con un procesador automéatico y se hicieron
cortes en rebanada semi-seriados con un micrétomo de
6 um de grosor que fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina y algunos con la tincion tricromica de Gomori. A
continuacién, con un microscopio Optico (Motic
BA310%®) conectado a una camara de microscopia
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digital (Moticam 2300®) a partir de las preparaciones
histolégicas se seleccionaron y capturaron campos
microscopicos con presencia de foliculos antrales que
se clasificaron en pequefios (FAP) y grandes (FAG),
dependiendo de la extension que ocupaban en la zona
cortical y medular de los ovarios derecho e izquierdo
[12]. Para este fin, los FAP se encontraban localizados
solo en la zona cortical del ovario y los FAG ocupaban
la zona cortical y se extendian a una parte de la zona
medular ovérica.

A partir de los campos microscépicos capturados del
tejido de ambos ovarios se midio el diametro de los FAP
(n=10) y de los FAG (n=10) con el objetivo 10X de un
microscopio 6ptico (Motic BA310®) conectado a una
camara de microscopia digital (Moticam 2300°). Las
mediciones se realizaron con un software para analisis
de imagenes (Motic Images Plus® version 2.0).

Para comparar las mediciones entre los grupos de las
distintas edades tanto en los FAP y los FAG del ovario
derecho e izquierdo, con respecto a su grupo control,
se utiliz6 la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal Wallis y de multiples comparaciones de Dunn
[13]. Los valores de *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 se
consideraron estadisticamente significativos.

3. Resultados

Con relacion al diametro de los foliculos antrales
pequefios (FAP) del ovario izquierdo, solo hubo
diferencias significativas entre el grupo tratado y control
de los animales de 9 a 11 semanas de edad (P<0.05).
En los tres grupos restantes de mayor edad no se
encontraron diferencias significativas. (Figura 1). Por
otra parte, en el ovario derecho solo en el grupo de
hembras de 12 a 14 semanas de edad hubo diferencias
significativas, siendo mayor el didmetro de los foliculos
del grupo de hembras tratadas que del grupo control
(P=<0.001). En los demas grupos de diferentes edades
no se encontraron diferencias significativas entre el
grupo tratado con respecto al grupo control
correspondiente (P=0.05). (Figura 1).
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Figura 1. (1) Diametro (X £ Error Estandar) de foliculos
antrales pequefios (FAP) de ovario izquierdo (1) y de
ovario derecho (2) de conejas de diferentes edades. A
(9-11 semanas), B (12-14 semanas), C (15-17
semanas) y D (18-20 semanas), tratadas con
secreciones de glandulas submandibulares e
inguinales. Andlisis de Kruskal-Wallis con prueba
comparaciones multiples de Dunn. Asteriscos indican
diferencias entre grupos (*P<0.05, ***P<0.001).

Con respecto al didmetro de los foliculos antrales
grandes (FAG) del ovario izquierdo se encontraron
diferencias significativas en los cuatro grupos de
diferentes edades tratados con respecto a su grupo
control correspondiente (P<0.05, P<0.01, P<0.001).
(Figura 2).

En el ovario derecho, hubo diferencias significativas en
los grupos de 9 a 11, 12 a 14 y 15 a 17 semanas de
edad, siendo mayor en los tres grupos el didametro
folicular de los animales tratados con secreciones con
respecto a su grupo control respectivo (P<0.001).
Contrariamente, en el grupo de 18 a 20 semanas de
edad no hubo diferencia significativa entre los grupos
de animales tratados vs el control (Figura 2).
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Figura 2. Diametro (X + Error Estandar) de foliculos
antrales grandes (FAG) de ovario izquierdo (1) y de
ovario derecho (2) de conejas de diferentes edades. A
(9-11 semanas), B (12-14 semanas), C (15-17
semanas) y D (18-20 semanas), tratadas con
secreciones de glandulas submandibulares e
inguinales. Andlisis de Kruskal-Wallis con prueba
comparaciones miltiples de Dunn. Los asteriscos
indican diferencias entre grupos (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001).

4. Discusién

Los resultados obtenidos indican que los ovarios
derecho e izquierdo respondieron de distinta manera al
esquema de estimulacion olfatoria proporcionado y que
la edad de exposicion de las hembras a este estimulo
es un factor importante.

Es evidente que, en ambos ovarios de las hembras de
todas las edades estimuladas con secreciones, los
foliculos antrales presentaron mayor diametro que el
grupo control, lo que sugiere que el estimulo olfatorio
promovié un mayor desarrollo folicular debido al efecto
de las secreciones odoriferas sobre el eje érgano
vomeronasal-hipotalamo-hipdfisis ovario.

En otros mamiferos de granja se ha demostrado la
ventaja que tiene el uso de la bioestimulacion sexual en

el manejo reproductivo de la hembra por medio del
empleo de machos enteros [14].

Es importante destacar que en el ovario izquierdo de
una coneja estimulada con secreciones del grupo de 18
a 20 semanas de edad se encontrdé un cuerpo
hemorragico. Este hallazgo inesperado nos llama
mucho la atencion debido a que la coneja ovula como
consecuencia del estimulo coital, sin embargo, las
hembras utilizadas en nuestro estudio en ningun
momento estuvieron en contacto con algin macho.
Este hallazgo sorpresivo nos sugiere que es posible
gue el solo estimulo olfatorio sea capaz de inducir la
ovulacion en esta especie, sin embargo, es necesario
corroborar esta hip6tesis en futuros estudios. Al
respecto, Ola y Oyegbade [15], evaluaron las
implicaciones fisiolégicas de los estimulos visuales,
auditivos y olfativos del llamado “efecto macho” en
conejas multiparas y nuliparas y plantearon que estos
estimulos por si mismos podrian ser suficientes para
inducir la ovulacion sin que haya contacto fisico con el
macho o estimulo coital.

El conjunto de resultados obtenidos en el presente
estudio indican que el esquema de bioestimulacién
sexual olfatoria consistente en el uso de secreciones
de glandulas cutaneas de conejos macho promovio el
desarrollo folicular en ambos ovarios, evento que se
observo principalmente en los foliculos antrales
grandes y que la edad de las hembras estimuladas es
un factor clave en el efecto observado. Sin embargo,
en préximos estudios serd importante determinar la
relacion de las oleadas de crecimiento folicular ovarico
en el periodo cercano a la pubertad con Ila
concentracion de las gonadotropinas FSH/LH en
conejas estimuladas olfatoriamente con secreciones de
glandulas cutdneas de machos adultos.

5. Conclusiones

El presente estudio aporta evidencias sobre la ventaja
gue tiene el aprovechamiento de esquemas de
estimulacion olfatoria en conejas a partir del uso de
secreciones de glandulas cutaneas de conejos macho
para inducir el desarrollo folicular ovarico en el periodo
peripuberal y en la edad adulta.
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