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ABSTRACT : Ovulation induction in rabbit does: a review. In the last 15 years the

profitability of rabbit farms has increased maidlye to improvements in management
and genetic selection, but several problems relatechnimal welfare have also

occurred. This review recognises 66 scientific papen rabbit does ovulation. In

particular are reported: i) 23 papers, from 190%tesent, that have elucidated the
ovulatory mechanisms in rabbit does; ii) 13 pamerghe main GnRH analogues and
their function; iii) 24 papers about the main paeeal treatments for inducing does
ovulation and their efficacy; iv) 6 papers on thaimintravaginal treatments for

inducing ovulation in rabbit does and their effigaConsidering the actual importance
of innovative welfare oriented methods to inducalation in this species, strategies to
optimize this physiological function are discussed.
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INTRODUZIONE

L'uso delllnseminazione Artificiale (IA) in conigioltura e diventato ormai una
pratica di routine nella maggior parte degli alleeati europei e cid ha comportato
I'introduzione di una serie di operazioni e tratearn volti alla massimizzazione delle
performance e all'ottimizzazione delle risorse umaiira questi, come € noto, |l
trattamento con GnRH (Gonadotropin-Releasing Hoeh@ momento della 1A si e
reso indispensabile al fine di indurre I'ovulazionella coniglia fattrice, cosi da
supplire alla mancanza degli stimoli nervosi indathl maschio; tale trattamento
richiede un’iniezione intramuscolare con consegeistress per I'animale e impegno di
tempo da parte dell’operatore. Attualmente son@aigili in commercio numerosi
analoghi del GnRH, di cui si parlera in un paragraficcessivo, che presentano un
basso peso molecolare e possono pertanto essédmefae assorbiti per diverse vie
(Camieret al., 1989; Donneet al., 1989).

Lo scopo della presente review e quello di fapuiito sullo stato dell’arte relativo alle
diverse tecniche di induzione dell'ovulazione nettaniglia fattrice, dopo aver
brevemente richiamato alcune peculiarita fisiolbgicdi questa specie ed alcuni
concetti relativi alle sostanze ormonali oggi maggiente utilizzate.

CENNI STORICI E RICHIAMI DI FISIOLOGIA

E ormai noto da oltre un secolo che nella conigiaulazione &€ normalmente indotta
dal coito (Heape, 1905). Walter Heape fu un vepooprio pioniere nello studio della
fisiologia riproduttiva, tanto che il 27 Aprile ddiB890 egli riusci a trasferire degli
embrioni da una coniglia ad un'altra e, nel 190htico una prima descrizione di
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ovulazioni non spontanee nella coniglia, dandoienad una serie di studi di grande
interesse per I'lA e per le produzioni animali iengrale (Biggers, 1991). Da allora la
coniglia e considerata un animale in estro piu agrgermanente che rientra quindi nel
gruppo da quelli ad ovulazione “riflessa” o “indottdifferenziandosi dai mammiferi
ad ovulazione spontanea (Hammond e Marshall, 1925).
Normalmente il riflesso ovulatorio si esplica at#eso 2 vie (Lindneet al., 1977):
- lavia nervosa o afferente che trasmette lo stimbkistema nervoso centrale;
- lavia umorale o efferente che trasferisce gli ifapail’ovaia.
A questo livello si distinguono almeno tre compdnédistinte:

- laripresa del processo meiotico negli oociti;

- uno spostamento di produzione da estrogeni follitcoh progesterone con

luteinizzazione precoce delle cellule della grasalo

- larottura della parete del follicolo con deiscede#i’oocita.
Tutti e tre i processi sono probabilmente inizig& un'interazione simile tra
gonadotropine e recettori di membrana in apprapc@nhpartimenti follicolari, ma la
successiva espressione della risposta dipendendarasi meccanismi fisiologici.
Potrebbe essere interessante fare una rapidalat@rrégli studi che hanno condotto a
tali assunti.
Inizialmente Schochet (1916) ipotizzo chdiduor follicoli contenesse degli enzimi
proteolitici e che la rottura del follicolo dipers#® esclusivamente da questi, mentre
Robinson (1918) descrisse la secrezione diquor follicoli secondario in prossimita
dell’atto ovulatorio.
Le prime intuizioni che le interazioni tra coito avulazione avessero un’origine
nervosa furono di Guttmacher e Guttmacher (1921fresser (1924) i quali
osservarono una forte innervazione nervosa delleleedel follicolo e degli strati
fibro-muscolari delle membrane dello stesso cheltdeo coinvolte nel processo di
deiscenza. Solo nel 1933 Bellerby ipotizzdo che medcesso di ovulazione fosse
coinvolto il lobo anteriore dell'ipofisi attraverse assunti:
- la rilevazione di un aumento ematico di una swsastimolante l'ovulazione
derivante dal lobo anteriore dell’'ipofisi dopo dito;
- i risultati di uno studio sugli effetti del coitu ovaie di coniglie cui era stata rimossa
l'ipofisi;
- la valutazione degli effetti di un estratto diofjsi anteriore sulle ovaie con
particolare riferimento al tempo di deiscenza.
Tale Autore concluse che dopo I'accoppiamento,efamipofisi secerne un ormone
(non definito in quel momento) che attiva a livetiofollicolo dei cambiamenti nelle
secrezioni determinandone la rottura, anche seé@h momento nulla si riusciva a dire
riguardo ai fattori nervosi che stimolavano la gltiala stessa nella secrezione.
Solo molti anni dopo si defini in maniera precisene, sotto sollecitazione di stimoli
nervosi, l'ipotalamo liberasse sostanze, dettefadl rilascio ¢eleasing factors), come
i GhRH, conosciuto anche come LHRH (Luteinizingridone-Releasing Hormone) o
LRF (luteinizing releasing factor). Nel 1971, AndreSchally e Roger Guillemin
furono i primi ad isolare, caratterizzare e siatedre il GnRH, tanto da ricevere per
questo il premio Nobel. Successivamente, la sastitie di molti aminoacidi presenti
nella struttura iniziale del GnRH ha portato alllgppo di agonisti del GnRH,
composti caratterizzati da un'elevata affinita peecettori, da una resistenza alla
degradazione proteolitica e da una ridotta elimore renale. La sequenza di
aminoacidi del GhnRH é comune a tutti i mammifergntne si differenzia negli uccelli,
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nei rettili e nei pesci e la sua secrezione e edgotla un generatore di impulsi (o
oscillatore di GnRH), localizzato nell' ipotalam@diobasale. || GnRH e rilasciato dai
neuroni ipotalamici nella circolazione portale iigafia ed entra poi in contatto con i
suoi recettori situati sulle cellule gonadotropdlipefisi anteriore, stimolando la
liberazione delle gonadotropine FSH (follicolostiartde) e LH (luteinizzante). L'LH e
responsabile dell’ovulazione, che avviene 10-12od’accoppiamento per deiscenza
del follicolo di Graaf. I GnRH stimola inoltre lgroduzione di estradiolo,
progesterone, 20 di-idrossiprogesterone e prostaglandine, inducemdche la
liberazione di ossitocina che favorisce I'ovulazgob’ipotalamo produce inoltre molte
endorfine che non esplicano azione diretta suliiggocome ireleasing factors, ma
modulano le secrezioni ormonailh loco. Cosi, un elevato livello di endorfine,
conseguente a condizioni di stress, interferisd@a gwoduzione di GnRH e quindi di
gonadotropine.

Nell’ovario maturo i follicoli si sviluppano e reggliscono continuamente, cosicché il
numero di quelli in fase preovulatoria € quasi sengostante.

Se la coniglia non si accoppia i follicoli ovarieciantengono secondo alcuni Autori
notevoli dimensioni (circa 1,2-1,5 mm di diametp@r 12-16 giorni, mentre secondo
altri si mantengono per soli 7-10 giorni (Shibat831; Hill et al., 1933; Buttner e
Wienert, 1935).

In concomitanza con il picco di LH si verifica adilo ovarico una liberazione di
prostaglandine che potrebbero avere un ruolo ndllire la rottura del follicolo in
corrispondenza dello stigma. A questo propositobaé et al. (1983) hanno descritto
I'azione del tessuto interstiziale del follicoladella ProstaglandinaEhei meccanismi
intra-ovarici di deiscenza dello stesso. Un altmteliessante risultato ottenuto dagli
stessi Autori € quello relativo all'assenza detitura dello stigma quando il follicolo
preovulatorio viene isolato dall’ovaia prima deflearica di gonadotropine endogene,
dimostrando che il follicolo costituisce un’entitaipendente a partire da un’ora post-
coito. Quattro, cinque ore dopo il coito, i livelli LH ritornano sui valori basali,
mentre 16-22 ore dopo si osserva un nuovo picdeSe che stimola la formazione di
una nuova popolazione di follicoli ovarici che gilspperanno fino allo stadio antrale,
esplicando una funzione luteotrofa fondamentalediate dall’'l7f estradiolo, nei
confronti dei corpi lutei, gia a partire dalla giasiro sesta giornata dall’ovulazione.
Oltre a questi meccanismi, nella coniglia sonoi fatdiati e chiariti anche casi di
ovulazioni spontanee in femmine non accoppiate (®aé Hammond 1928; Parkes,
1934), che hanno fatto ipotizzare [I'esistenza dtri afattori di induzione
dell'ovulazione. Infatti Carlyle e Williams (196X%pno riusciti a indurre I'ovulazione
in una piccola percentuale di femmine a seguitstisholazioni meccaniche, mentre
Viudez-de-Castrat al. (2007) hanno osservato che il 32,5% di coniglielava senza
alcun tipo di trattamento ormonale. In quest'ultimaso i risultati positivi sono da
imputare esclusivamente alla stimolazione proddt#ia pipetta di inseminazione.
Hammond e Asdell (1927) hanno ottenuto il 3-6%atitilita in inseminazioni senza
contatto con il maschio, mentre tale parametro itaggva il 33% quando
'inseminazione era accompagnata da un accoppiamsgfititato. Se invece una
coniglia recettiva veniva inseminata artificialmer successivamente accoppiata con
un maschio sterile, la fertilita raggiungeva il 90% basso tasso di concepimento
ottenuto nei primi due gruppi era chiaramente aatma@lla mancanza di induzione
dellovulazione. Sawyer e Markee (1959) stimolat@osagina con una bacchetta di
vetro hanno osservato percentuali di ovulazionel8&t in coniglie recettive e del 40%

-23 -



Giornate di Coniglicoltura ASC 2011

in coniglia non recettive. Al contrario, Thielage al. (1931) non osservarono alcun
effetto significativo in relazione ad un’anesteliaale a livello di vagina sul riflesso
copulatorio e sull'ovulazione.

Hammond e Marshall (1925) in coniglie allevate olonia, hanno riscontrato delle
monte tra coniglie gravide, senza alcun pregiudiper la gravidanza stessa.
Successivamente, Stormshak e Casida (1964) harssovato che un trattamento a
base di LH e di gonadotropina corionica umana (hkkd@pyan Corionic Gonadotropin)
induceva l'ovulazione in coniglie gravide da 9 gioseguita peraltro da aborto.
Quando pero I'hCG veniva iniettato prima del quaitwno, la conseguente ovulazione
non era accompagnata da insufficienza luteale egduerazioni di corpi lutei di eta
diverse convivevano a livello ovarico, dimostrafiééfetto diretto delle gonadotropine
sul corpo luteo. Per giustificare I'aborto, Keyedlalbandov (1967) hanno ipotizzato
che I'LH stimolasse l'ovulazione dei follicoli piumaturi, con arresto dell’azione
luteotropica, successiva regressione dei corpi keiteonseguente interruzione della
gravidanza.

Dopo questa carrellata, una citazione va fattamashteressante lavoro di un gruppo di
ricerca svedese (Dahm-Kahler al., 2006) che ha messo a punto un metodo per
'osservazionein vivo ed in tempo reale dellovulazione della conigligrazie
all'utilizzo di una camera organi (Figura 1). L'amesse verso questo studio é legato
alle grandi opportunita che tale metodica potrefiffrére per lo studio dei meccanismi
ovulatori, specie se combinata con variabili entegtie follicolari.

Figura 1 — Espianto dell'ovaia (1) e posizionamento in camergani (2) per
osservazione al microscopio (L). Rottura del follicin differenti momenti (A, O; B, 5;
C, 10; D, 55; E, 65; F, 545 secondi). Il primo segin rottura del follicolo € la perdita
di liquor follicoli (A). Poi si verifica I'estrusione delle cellulelldegranulosa (B) che
successivamente € accompagnata da perdita di sd@gbg (Dahm-Kéahleret al.,
2006; su concessione di Oxfordjournals, Licenza Biam2604170996980).
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GnRH ANALOGHI: AGONISTI E ANTAGONISTI

A seconda dell’origine, gli ormoni GnRH simili pag® essere ascritti in due gruppi:
GnRH naturale e analoghi sintetici del GnRH. Trasjuesiste un analogo del GnRH
naturale (Gonadorelina) e analoghi del GnRH sioespesso chiamati Superanaloghi.
Infatti, negli ultimi anni, la tecnologia di siniedi polipetedi in fase solida ha permesso
di produrre una enorme quantita di analoghi del Br{&irca 2000; Karten and River,
1986) variabili per I'affinita dei recettori, 'aggbimentoin vivo, la resistenza alla
degradazione e le modalita di eliminazione. Receatde, nella pratica clinica, sono
stati introdotti gli antagonisti del GnRH che hanmm meccanismo d’azione
completamente differente rispetto agli agonistg(ffa 2).

Agonisti Antagonisti

LH/FSH plasmatici
LH/FSH plasmatici

\_

— 1 giorno
10 giorni

Figura 2 — Effetto degli analoghi del GnRH sulla secreziongahadotropine da parte
dellipofisi (Hodgen, 1990, modificato).

Infatti, mentre gli agonisti del GnRH, dopo un iale effetto di stimolazione ipofisaria
inducono una desensibilizzazione delle cellule gotrapiniche e una riduzione del
numero di recettori per il GnRH sulla membranautetke, gli antagonisti producono un
immediato effetto bloccando in modo competitiveecettori del GnRH. Con questo
meccanismo d’azione, gli antagonisti inducono uw@psessione acuta e rapida
dellLH senza neanche un iniziale incremento dsliesso. La struttura primaria del
GnRH dei mammiferi e riportata in Tabella 1. Unaati@ristica fondamentale degli
agonisti e la sostituzione degli L-isomeri con iddmeri. | piu diffusi agonisti sintetici
del GnRH diffusi in commercio sono: la Buserelilaaleuprorelina, la Goserelina e la
Triptorelina e, tranne quest’ultima, sono impiegadime acetati. In generale sono
sensibili alle peptidasi e quindi alla degradaziogastrointestinale, rendendo
sconsigliabile la somministrazione orale (Conn ev@ey, 1991; Chrisp e Goa, 1990).
Alcuni studi hanno pero dimostrato che dei framménGnRH possono conservare la
loro efficacia biologica ed essere assorbiti alloventestinale (Stetler-Stevensenal .,
1981; Griffith e McDermott, 1984; Robersal., 1999). Altri Autori hanno riscontrato
una minore degradabilita intestinale degli analogipetto al GnRH naturale (Bergetr
al., 1991), la presenza di recettori nella mucosarigasa livello di cellule epiteliali
(Gama e Alvarez, 2001) e di duodeno (Isakenétoal., 1979). Brussovet al. (2007)
hanno ottenuto una un’induzione della secreziorleHdin maiali nani a seguito di una
somministrazione enterale di 10 mg di D-Phe6-LHRBhassol et al. (1997),
somministrando 35ug di Buserelina (Suprefact) per via orale a bamlgnieta
compresa tra 2 e 4 mesi, hanno notato un piccoHdinelle urine 4-6 ore dopo |l
trattamento, confermando che una significativa gubhtGnRH analogo somministrato
per via orale sfugge alla degradazione gastroinldst ed incrementa
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significativamente la produzione di LH rispettacahtrollo. La somministrazione intra-
nasale e relativamente inefficiente e fornisceltasiuvariabili, con solo un 20% circa
di analogo disponibile rispetto al trattamentoantuscolare o sottocutaneo (Chrisp e
Goa, 1990; Gudmundssehal., 1984). L'assorbimento vaginale é stato studuola
prima volta nei ratti osservando un 20% di biodispiita in combinazione con acidi
organici (Okadat al., 1982).

TRATTAMENTI PER VIA PARENTERALE

La tecnica standard di IA in coniglicoltura prevéddesomministrazione intramuscolare
di GnRH analoghi al fine di indurre I'ovulazioneagre al rilascio di LH dall'ipofisi
(Rodriguezet al., 1988; Rebollaret al., 1997). La capacita dellLH di indurre
l'ovulazione, specificatamente nel coniglio, fud®nziata per la prima volta da Pincus
nel 1940 e poi da Parkes nel 1943. Solo negli aeesanta pero, alcuni ricercatori
hanno iniziato ad identificare dei meccanismi oralporientati alla definizione di
protocolli operativi per I'lA del coniglio (Harpe961; Adams, 1961; Foott al.,
1963). Riguardo al GnRH, inizialmente alcuni ricgozi (Foxcroftet al., 1974) ne
hanno testato I'efficacia a diversi dosaggi (116,0 20pug) somministrandolo per via
endovenosa; gli stessi riscontarono un tasso diamvane significativamente piu
elevato al dosaggio 1(g, legato anche alle ridotte concentrazioni di pstgrone
plasmatico riscontrato nelle coniglie di questopgrt Hulotet al. (1988) hanno anche
dimostrato I'efficacia del’hCG nell'induzione d&liulazione in diversi genotipi di
conigli; infatti, sia il genotipo A1066 (origine @farniana) che quello A1077 (origine
Nuova Zelanda) rispondevano positivamente al tregtdo intramuscolare con 10 Ul
di hCG, mostrando tassi di ovulazione simili a ¢ueli coniglie accoppiate
naturalmente. Gli stessi Autori hanno riscontratoeffetto positivo di tale trattamento
anche su coniglie non recettive, che non mostrauamatteggiamento di lordosi,
indispensabile, come noto, alla riuscita dell’aqggamento nel caso di monta naturale.
Theau-Clementt al. (1990) hanno confrontato I'efficacia di due GnRiakghi, 0,8
ug di Buserelina (Receptal) e 2@ di Gonadorelina (Fertagyl) somministrati per via
intramuscolare immediatamente prima della 1A, suaigiee recettive e non. Nelle
prime il tasso di ovulazione, e stato del 72,5 188¥9% rispettivamente con Fertagyl
e con Receptal. Nelle coniglie recettive, inveck, Agitori non hanno riscontrato
differenze neppure a livello di fertilita. Al coatio, il numero di nati vivi € stato
superiore nelle coniglie in lattazione trattate €antagyl. Nel complesso, comunque, il
numero di svezzati totali € stato pressoché idemiei due gruppi, a conferma dei
risultati conseguiti da precedenti Autori (Battaglil986; Lammers e Petersen, 1987,
Rodriguez e Ubilla, 1988).

In generale, le azioni farmacologiche dellhCG #’'dd possono considerarsi simili,
sebbene la farmacocinetica e la biodisponibilitéjaisti ormoni siano diverse; infatti
I'emivita dell’LH risulta inferiore rispetto a qual del’'hCG, tanto da giustificare i
vantaggi osservati con il trattamento LH (Simnebral., 1988). L'azione dell'LH nel
follicolo & maggiormente selettiva e richiede umanitempo per la deiscenza, oltre che
garantire una qualita superiore di oociti e di dorbr legata a buoni livelli di
secrezione di estradiolo e progesterone durapgribdo post-ovulatorio.
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Tabella 1— Alcuni analoghi del GnRH.

Nome Potenza Nome Sequenza aminoacidica

relativa comm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GnRH 1 Fertagyt’ Pyr-glu His Trp Ser Tyr Gli Leu Arg Pro Gly-NH
Gonadorelin
a
Lecirelina Dalmarelir? Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-tertLeu Leu Arg- Pro-NHEt
Leuproride 15 Lucrin Depot ~ Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Leu Leu Arg Pro N-EtNHK
Buserelina 20 Receptal Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Ser Leu Arg Pro N-EtNH
Nafarelira 150 Synaref Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Nal Leu Arg Pro N-EtNH
Deslorelina 150 Ovuplant’ Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Trp Leu Arg Pro N-EtNH
Istrelina 150 Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Ists Leu Arg Pro N-EtNH
Goserelina 100 Zoladex’ Pyr-glu His Trp Ser Tyr D-Ser Leu Arg Pro N-EtNH
Cetrorelix Antagonista Ao-Nal D -Cpa D-Pal Ser Tyr D-Cit Leu Arg Pro AzGly-NH
Ganirelix Antagonista Ao-Nal D -Cpa D-Pal D-hArg Leu hArg Pro D-Ala-H,
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Rodriguez e Ubilla (1988), somministrando 20 opg0(via intramuscolare) di GhnRH
analogo (Fertagyl, Intervet) a coniglie recettiveam, osservarono che le dosi superiori
riuscivano solo parzialmente ad aumentare il tasswulazione, ipotizzando un limite
di sensibilita dell'ipofisi superiore al minimo daogyio e che cid potrebbe essere
condizionato dai livelli di estrogeni presenti iincolo e quindi dal numero di follicoli
pre-ovulatori. Molinaet al. (1991), hanno confrontato I'efficacia di 50 Ulld# puro e
50 Ul di hCG su coniglie nullipare, valutando lecrezione di 1{3-estradiolo e di
progesterone e la qualita di oociti ed embrioninlimero di follicoli e di oociti
recuperati sono stati ridotti dal trattamento céh Bnche se la percentuale di metafase
Il e oociti degenerati erano simili con i due @atenti. Le concentrazioni di estradiolo
e progesterone sono risultate piu elevate nel griybpe cio potrebbe indicare un certo
grado di iperstimolazione ovarica e giustificare niiglioramento del rapporto
estradiolo/progesterone. Al momento dell’'ovulazianeverifica una serie di eventi
endocrini che culminano con la riduzione dei livdilestradiolo in circolo e 'aumento
di quelli di progesterone, che sono di solito asgbal tasso di ovulazione e svolgono
un importante ruolo sulla qualita degli oociti egliembrioni. Infatti altri studi hanno
evidenziato che il picco di LH determina un rapalamento delle concentrazione di
progesterone, androgeni e estradiolo, che inizeammursi circa 2 ore dopo il picco
stesso fino a divenire non rilevabili al momentdl’deulazione (LeMaireet al., 1979;
Jansonet al., 1982). Holmeset al. (1985) osservarono che la produzione di
progesterone che normalmente la coniglia mettétonad momento del picco dell’'LH
non é indispensabile per il processo ovulatoricnge a livelli molto elevati.In uno
studio volto a chiarire gli effetti dellanalogo Wwerolide acetato (20ug/kg)
sull'ovulazione e sulla steroidogenesi della caaigZanagnoloet al., 1996) é stato
osservato che a dosi farmacologiche I'analogo amespuo esercitare effetti negativi
sulla funzionalita dell'oocita sia attraverso unta®e diretta sulla stesso (stato di pre-
impianto e degenerazione) che una indiretta subiante intrafollicolare.

Piu recentemente Mehaisest al. (2005) hanno confrontato I'efficacia di due
trattamenti a base di Buserelin acetato (Hoechét, 3 ug, intramuscolare) e di hCG
(Coriogan, Ovejero; 75 Ul, intravenoso). Questhatli trattamento ha aumentato in
misura significativa il tasso di ovulazione rispetill'analogo del GnRH (17.3 vs
13.8%). Il numero di follicoli emorragici (5,5 vs,8}, il tasso di recupero degli
embrioni (48,7 vs 34,8%) la percentuale di fattdon almeno un embrione normale (
80,4 vs 68,4) e il numero di embrioni normali pattrice (7,5 vs 6,9) sono stati
migliori nel gruppo hCG. Tali risultati confermarnuelli ottenuti in precedenti studi
condotti da Garcia-Ximenez and Vicente (1992) edéiide Castret al. (1995).

Zapletal e Pavlik (2008) hanno studiato gli effeltidifferenti dosaggi di lecirelina
(0,05, 0,1, 0,2, 0,3,0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5,840ug/fattrice) su coniglie sia nullipare
che in lattazione. Nelle nullipare la fertilita paesentato un range di variabilita dal
10,0% (0,05.49) a 89,5% (1,19); nelle multipare il valore piu basso € statoorgrato
con la dose di 0,0fg e a partire da 0,3g i valori sono aumentati. Il minor numero di
nati vivi (6,64) nelle nullipare e stato ottenutanda dose di 0,Jug e a partire da 0,3
Hg € migliorato in misura significativa (8,28). Nelinultipare il piu basso numero di
nati vivi si € osservato nel gruppo 0,0& ed il piu alto (10,73) alla dose di 440.

TRATTEMENTI PER VIA INTRAVAGINALE

Come gia accennato, recentemente sono stati effietfegli studi volti a valutare
I'efficacia di una somministrazione intravaginaieclusa nella dose inseminante, di
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diversi GnRH analoghi. Cio al fine di eliminare imézione alla fattrice e di ridurre la
possibilita di errori in allevamento, dal momentbecin questo caso, le dosi
inseminanti, complete di trattamento, sarebberparege dai centri di produzione del
seme.

Il primo studio sull'argomento e stato condotto @aintelaet al. (2004) che hanno
sottoposto tre gruppi di coniglie (secondiparegegguenti trattamenti:

- controllo 0,8ug/capo di Buserelina (Receptal) per via intramuseg|

- Gruppo 1: 8ug/capo di Buserelina (Suprefact) per via intravagnnella dose
inseminante;

- Gruppo 2: 16ug/capo di Buserelina (Suprefact) per via intravalginnella dose
inseminante.

La fertilita & stata influenzata dal trattamentdregarticolare solo nel gruppo 2 si sono
raggiunti livelli simili al Controllo, mentre il dgaggio piu basso ha ridotto
significativamente la fertilitd (55,6 vs 82,4 e @%, rispettivamente per Controllo e
Gruppo 2). Al contrario prolificita e mortalita nosono state influenzate dal
trattamento. Nei due gruppi sperimentali il picéd.H ematico (36.6 e 37.8 ng/mL) é
stato raggiunto 60 minuti dopo I'lA, mentre nelenfmine del gruppo controllo tale
picco (35,1 ng/mL) e stato rilevato 90 minuti dofid; dopo 150 minuti in tutti i
gruppi i valori sono tornati al livello basale (8a& a 4,9 ng/mL) osservato prima della
somministrazione di Buserelina. Gli stessi Autariuna prova di campo, pur non
avendo osservato differenze significative in telidn fertilita, hanno confermato
quanto riscontrato in precedenza circa la corretezipositiva tra performance
riproduttive e dose di Buserelina utilizzata. Opel@ in tal modo, sono riusciti a
dimostrare la possibilita di un uso di GnRH analoggr via intravaginale purché a
dosaggi almeno 15 volte superiori a quelli utilizzei trattamenti intramuscolari.

Il dato piu interessante emerso dalla sperimentazéoquello relativo al picco dell'LH
che nei gruppi sperimentali e stato raggiunto papidamente, ad indicare una
probabile maggiore velocita di assorbimento deilione attraverso la via mucosale.
Tale situazione potrebbe anche essere legatatal dae gli alti livelli di estrogeni
presenti durante l'estro, aumentano la vascolazisne del tratto genitale
incrementando la permeabilita dei capillari (Hafe¥993) e facilitando cosi
'assorbimento di varie sostanze attraverso le meicdl fatto che non sia stata
riscontrata una maggiore efficacia € probabilmende collegarsi ad una frazione
dellormone che viene dispersa e/o non assorbitdareBbero aver influenzato la
risposta anche altri fattori legati per esempiabaini costituenti del plasma seminale,
come le prostaglandine, o a particolari situazideil'apparato riproduttore che
possono modulare I'assorbimento dellormone e @ramo oggetto della relazione
seguente in questo Convegno. Gli stessi Autorugtsssive sperimentazioni (Quintela
et al., 2008; 2009), sia in stabulario che in campo, baronfrontato I'efficacia di un
trattamento intramuscolare con 2@/coniglia di gonadorelina (Inducel GnRH: 20
pug/ml) e di una somministrazione intravaginale di &b di [des-Glyl10, D-Ala6]-
LHRH etilamide (L-4513, Sigma, St. Louis, MO, USA)ale analogo avrebbe una
potenza inferiore alla Buserelina (0,7 volte) maekhe 14 volte piu potente della
Gonadorelina (Conn e Crowley, 1991). | risultatati®i alla fertilita hanno confermato
queste asserzioni, specialmente nella prova di oamye il trattamento intravaginale
ha permesso di ottenere livelli significativamestgeriori (91,1 vs 85,6%; P<0,05).
Un altro aspetto interessante e il mantenimentbeffelacia anche dopo trattamenti
ripetuti. Infine, circa la tempistica di aggiuntallthnalogo alla dose inseminante, si €
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osservata una stabilita di azione fino a 24 orengrdella IA; invece, aggiungendo
I'ormone 32 ore prima, la fertilita si e ridotta maniera significativa. Quindi, anche i
risultati di tali studi hanno dimostrato che l'agbda GnRH [des-Gly1l0, D-Ala6] -
LHRH etilamide, veicolato in dose seminale, pudeesaitilizzato con successo per
indurre lI'ovulazione in coniglie nullipare o plusi in lattazione.

In un altro studio, OndruSkat al. (2008) hanno verificato I'efficacia di un trattanme
intravaginale del superanalogo GnRH-Lecilerum (Sggstran) a diversi dosaggi: 2,5,
5, 7,5 e 15ug/dose, confrontata con quella di un trattamentoamuscolare (2,5
ug/coniglia). Il piu basso valore del tasso di faéti(42,99%) é stato ottenuto nel
gruppo S2,5 ed il piu elevato in quello S7,5 (7209superiore del 9,35% rispetto al
controllo. Il numero medio di nati vivi e la moital non hanno mostrato differenze
significative tra i gruppi.

Viudez-de-Castrat al. (2007) hanno proseguito in questa serie di sagljjungendo
alla dose inseminante due analoghi del GnRH, leilisa e la Ttriptorelina.

In questo caso i gruppi a confronto erano:

- Controllo negativo (femmine inseminate 0.5 mLsdime diluito senza aggiunta di
analoghi);

- Controllo positivo (femmine inseminate 0.5 mL sime diluito senza aggiunta di
analoghi e trattate conig di buserelina acetato (Suprefact, Hoechst MaRouossel,
S.A., Madrid, Spain) per via intramuscolare;

- Gruppo Buserelina4 (femmine inseminate 0.5 misaine diluito con aggiunta di 4
pg/mL di Buserelina);

- Gruppo BuserelinalO (femmine inseminate 0.5 mg&etne diluito con aggiunta di 10
ug/mL di Buserelina, Spanish patent registered nurgls2190723B1).

- Gruppo Triptorelina 4 (femmine inseminate 0.5 dilseme diluito con aggiunta di 4
pug/mL di Triptorelina, Decapeptyl, Ipsen-Pharma,d#lona, Spagna);

- Gruppo Triptorelina 10 (femmine inseminate 0.5 dilseme diluito con aggiunta di
10 ug/mL di Triptorelina, Decapeptyl, Ipsen-Pharma,ddlona, Spagna).

Solo le coniglie del gruppo Buserelina 10 hannayiagio percentuali di ovulazione
simili a quelle del Controllo positivo (88,9 vs 8%), mentre in tutti gli altri gruppi i
livelli di questo parametro sono stati significatinente piu bassi.

Per cido che concerne la fertilita, 'aggiunta deiedanaloghi ai piu alti dosaggi ha
permesso di eguagliare i risultati ottenuti nelpgro Controllo (79,5 vs 79,5 e 74,4,
rispettivamente per Controllo, BuseleinalO e Trigliaal0).

In un altro studio, i medesimi Autori (Vicent al., 2007), utilizzando tre diversi
genotipi e diverse condizioni di allevamento, hansoontrato una minor efficacia del
trattamento intravaginale con Buserelina (IgmL dose) in termini di fertilita e di
percentuali di parti (+ 7,1% e +7,4% rispettivameenel gruppo Controllo; P<0,05),
anche se poi i gruppi hon hanno mostrato differemzeévello di numerosita della
nidiata e mortalita.

CONCLUSIONI

In sintesi, da questa ricerca bibliografica si pdédurre che l'efficacia della
somministrazione di GnRH analoghi per via intravaig pud considerarsi
soddisfacente solo utilizzando dosaggi molto saperispetto a quelli utilizzati nel
trattamento intramuscolare. Cio dipende evidentéeneralla ridotta capacita di
assorbimento degli analoghi da parte della mucaggnale (circa il 20% del totale;
Okadaet al., 1982).
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Come verra approfondito nella relazione succes&waidente che l'assorbimento del
GnRH a livello vaginale & probabilmente influenzetaliversa misura dallo stato delle
mucose e dalle gia citate secrezioni legate alhglietoni di recettivita, dalla presenza
di acidi organici nel mestruo diluitore, dalla centrazione spermatica (gli
spermatozoi presentano una grande capacita dipo@e molecole estranee come
frammenti di DNA), dalla presenza del plasma sefaina da eventuali stati
inflammatori. In questo scenario, a fronte degldubbi vantaggi in termini di
benessere animale e di organizzazione del lavorallevamento, lindividuazione
dell'analogo piu efficace che possa essere utiiizza dosaggi economicamente
sostenibili rappresenta una delle sfide piu impuitdella coniglicoltura attuale.
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