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The photoperiodic variations of testosterone plasmatic levels in male rabbits have been
studied. The animals were subjected to the influence of three circadian rhythms: 12/12, 14/
10 and 10/14 h of light/darkness. The hormone assay was carried out using an enzymeim­
munoassay method (Competitive ELISA). Blood samples were of two different types: seriated
and non-seriated, to find if these might be any differences in the results. It is concluded that
testosterone plasmatic levels are within physiologic values (0.3-10.0 ng/ml), although differ­
ences depending on the light/darkness cycle and on the type of blood extraction are remark­
able; for this reason the selection of the circadian rhythm will depend on the experimentation
that is to be carried out.
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La importancia de los lagomorfos den-
tro de la experimentacion animal es de to-
dos bien conocida ya que son utilizados en
una gran variedad de campos experimen­
tales, tales como Reproauccion, Inmu-
nologia, Farmacologia, Cirugia Experi­
mental, entre otros.

Se puede senalar que, en el campo de la
Reproduccion, el conejo se viene utilizan-
do para el desarrollo de las tecnicas de fer-
tilizacion in vitro y transferencia de em-
briones siendo necesario, en muchos ca­
ses, conocer el estado endocrino tanto del
macho como de la hembra. Tambien es
importante determinar las condiciones de 

* A quicn debe dirigirse la corrcspondencia.

alojamiento iddneas para esta especie,
como son temperatura, ciclo de luz/os-
curidad, humedad, etc. Dentro de estas
condiciones ambientales se debe resaltar la
influencia que el fotoperiodo ejerce sobre
el fisiologismo de su aparato reproductor,
ya que un alojamiento en condiciones ina-
decuadas puede dar lugar a un fallo total
o parcial ae los estudios reproductivos que
se esten llevando a cabo.

En el campo de la Inmunologia, esta es­
pecie juega un papel muy importante
como animal productor de anticuerpos
policlonales, frente a los mas variados
antigenos y haptenos; para tai fin, deben
ser sometidos a una serie de extracciones
sanguineas con relativa frecuencia.
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El objetivo de este estudio es, por un
lado, determinar si existen variaciones en
las concentraciones plasmaticas de testos-
terona en conejos de raza Nueva Zelanda
utilizando tres ritmos circadianos distin-
tos: 12 horas de luz y 12 de oscuridad, 14
horas de luz y 10 de oscuridad y 10 horas
de luz y 14 ae oscuridad; por otro lado,
estudiar tambien las diferencias existentes
en estos valores plasmaticos dependiendo
de la manera de realizar las extracciones;
es decir, seriadas o indeterminadamente.

Material y Metodos

Animates. — Se ha utilizado un total de
30 conejos machos, adultos, Blancos de
Nueva Zelanda (BNZ) de un peso com-

f>rendido entre 3 y 5 kg, alojados en jau-
as individuales, de acero inoxidable

(48 X 61 X 46 cm), en una habitacion de
ambiente controlado, con temperatura de
20 a 22 °C, humedad relativa ael 50-55 %
y una renovacion del aire de 10 a 15 cam-
bios/h. El alimento fue administrado en
forma de «pellets» (150 g por animal/dia)
y el agua de bebida ad libitum.

Los animales se sometieron a un perio­
do de aclimatacion, de al menos 15 dias,
para adaptarse a los cambios de ciclo luz/
oscuridad.

Extracciones sanguineas. — Para cada
uno de los experimentos, se formaron dos
grupos de 15 conejos cada uno:

1) Las tomas de muestras se hicieron se-
riadamente a las 8, 12, 16, 20 y 24 horas.
2) Las extracciones se hicieron a las mis-
mas horas que en el grupo anterior, pero
empleando cada vez animales diferentes,
aunque en cada animal se realizaran varias
tomas, en dias distintos. Por esta razon,
fueron denominadas extracciones no se­
riadas.

En todos los casos la sangre se extrajo
de la arteria central de la oreja (6), utili­
zando los restantes vasos sangufneos de la
oreja cuando esta arteria quedaba colap- 

sada. En cada extraccion se obtuvieron,
aproximadamente, 5 ml de sangre que se
centrifugo a 1.200 X g a 4 °C, durante 20
min, con un rendimiento aproximado de
2 a 3 ml de plasma, el cual se conserve a
—20 °C hasta su posterior analisis.

Analitica hormonal. — Se ha empleado
el metodo enzimoinmunoanalitico ELISA
de competicion (9), con las modificaciones
necesarias para este estudio y que se de-
tallan mas adelante.

Antes de proceder al analisis hormonal
de las muestras obtenidas, se preparo una
curva estandar a la cual se refirieron pos-
teriormente los resultados de las muestras.
En la figura 1, se representa la curva es­
tandar para testosterona plasmatica; la
sensibilidad se situa entre 0,1 pg y 1,0 ng/
pocillo. Para el desarrollo de la tecnica se
han utilizado placas de microtitulacion de
poliestireno de 96 pocillos (Dynatech). Se
tapizaron los pocillos de la placa con un
anticuerpo policlonal especirico anti-tes-
tosterona, producido en nuestro laborato­
rio (4) y la reaccion cruzada que presen-
taba fue del 100 % para testosterona, 1 %
para dihidrotestosterona, 0,1 % para an-
drostenodiona y < 0,01 para progestero-
na, cortisol, estrona y estradiol. Siendo el
titulo de este anticuerpo de 1/4.000. Des­
pues de una incubacion durante toda la
noche a 37 °C, para que el anticuerpo que-
de adsorbido a la pared de los pocillos, se
lavo la placa para eliminar el anticuerpo
que no nubiese quedado adsorbido.

Posteriormente, se anadieron una serie
de muestras estandar y las muestras pro-
blema, por triplicado. Ambas se diluyeron
en solucion de conjugado, formado por
testosterona (Steraloids Inc.) marcada con
peroxidasa (Boehringer), a la dilucion de
1/60.000. Para que la reaccion de com­
peticion tuviera lugar se incubaron las pla­
cas durante 2 h, al cabo de las cuales se
realize un lavado, para eliminar las frac-
ciones de muestra problema y de conju­
gado que no hubiesen reaccionado con el
anticuerpo.
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Por ultimo, se adiciono el sustrato: pe­
roxide de hidrogeno (Merck) y OPD (or-
tofenilen-diamina, Dakopatts), para re­
velar la reaccion, que se cuantifico, pos-
teriormente, en un lector de ELISA (Dy-
natech) a una longitud de onda de 492 nm.

Los resultados fueron procesados me-
diante un programa de ordenador espe-
cialmente disehado para la tecnica ELISA
(Departamento de Informatica, Universi-
dad de California, Davis) y para el analisis
estadistico se utilizo el Biomedical Data
Program (BMDP).

Resultados y Discusion

La influencia de los ritmos circadianos
sobre el estado reproductive y las fluctua-
ciones de los valores plasmaticos de las
hormonas esteroides, han sido estudiadas
en casi todas las especies de animales de
laboratorio: raton (3), rata (1), hamster (7)
y en otros mamiferos (8, 11).

La eleccion del conejo como animal de
experimentacion fue debida a que la ma-
yoria de los estudios han sido orientados
para conocer el estado reproductor de esta
especie y no a la influencia que los di-
ferentes ritmos circadianos ejercen sobre
los niveles plasmaticos de hormonas este­
roides.

La manera de realizar la extraccion san­
guinea y, sobre todo, el tiempo que trans- 

curre entre una y otra toma deberia influir
en los valores plasmaticos de esta hor-
mona. Para su comprobacion se estudia-
ron tambien las diferencias existentes en
estos valores, dependiendo de si la toma
fue o no seriada.

Las concentraciones de testosterona en
plasma, medidas en todas las condiciones
de la experimentacion, se encuentran den-
tro del margen fisiologico (0,3-10,0 ng/
ml), si bien existen grandes diferencias de­
pendiendo del ciclo luz/oscuridad y del
tipo de extraccion realizado (tabla I).

Por lo que respecta al ciclo de 12 h de
luz y 12 h de oscuridad, se ha observado
que los valores de hormona van aumen-
tando a lo largo del dia, segun el numero
de extracciones seriadas practicadas a los
animales. En las tomas no seriadas, los va­
lores son mas altos en la primera muestra
y van disminuyendo paulatinamente a lo
largo del dia, siendo el valor minimo a las
20,00 h (0,84 ±0,15 ng/ml), para luego
aumentar de nuevo en la siguiente extrac­
cion (a las 24,00 h: 2,84 ± 0,54 ng/ml)
(fig. 1). Esta fluctuacion en las concentra­
ciones de testosterona concuerda con lo
descrito por Mooradian et al. (8) en su
estudio sobre el papel biologic© de los an-
drogenos en distintas especies animales y
en el hombre.

En el ciclo 14/10 la evolucion de los va­
lores plasmaticos de testosterona es similar
a lo que ocurria en el ciclo 12/12 en las

p < 0,01

Tabla I. Concentraciones plasmaticas medias (± ESM) de testosterona en muestras seriadas y no seriadas
durante los distintos ritmos circadianos.

Ciclo Extraccidn 8,00 h 12,00 h 16,00 h 20,00 h 24,00 h

12/12 Seriada
No seriada

2,70 ± 0,30
3,31 ± 0,16

3,40 ± 0,46
2,64 ± 0,28

3,91 ± 0,26
1,50 ± 0,46

4,14 ± 0,18
0,84 ± 0,15

5,16 ± 0,42
2,84 ± 0,54

14/10 Seriada
No seriada

2,14 ± 0,40
2,25 ± 0,35

3,10 ± 0,12
2,50 ± 0,26

3,80 ± 0,05
3,87 ± 0,10

4,25 ± 0,15
1,40 ± 0,22

4,75 ± 0,56
0,80 ± 0,18

10/14 Seriada
No seriada

4,71 ± 0,20
4,31 ± 0,28

3,25 ± 0,18
2,80 ± 0,21

0,63 ± 0,30
0,71 ± 0,16

4,26 ± 0,40
3,20 ± 0,36

3,23 ± 0,31
1,23 ± 0,60
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Fig. 1. Curva estandar de testosterona.

Fig. 3. Variation de las concentraciones plasma-
ticas de testosterona de muestras seriadas (—) y no

seriadas (- ■ -) (ticlo 14/10).

extracciones seriadas, aunque aquf son un
poco inferiores a los determinados en el
primer ciclo y, sobre todo, el aumento que
se producfa a las 24,00 h es menor. Por lo
que se refiere a las muestras no seriadas,
estas concentraciones se mantienen a un
mismo nivel en las dos primeras tomas,
aumentan en la extraccion de las 16,00 h y
luego vuelven a disminuir en las dos ulti­
mas muestras (fig. 2). Los valores encon-
trados estan dentro de los margenes indi-
cados por otros autores (5, 10), para este
ciclo y esta especie (de 0,1 a 4,0 ng/ml),
aunque ellos solamente realizan una ex­

Fig. 2. Variation de las concentrationes plasma-
ticas de testosterona de muestras seriadas (—)y no

seriadas (----- ) (ciclo 12/12).

traccion a primeras boras de la manana
(9,00 h) y mediante puncion intracardiaca.

El ultimo de los ciclos, 10 h de luz y
14 h de oscuridad, es el que presenta ma-
yores diferencias respecto a los otros dos
ciclos estudiados, en cuanto a las concen­
traciones de testosterona y sus fluctuacio-
nes a lo largo del dia, no produciendose
variaciones significativas entre muestras
seriadas y no seriadas, aunque existen di­
ferencias dependientes del tipo de extrac­
cion.

En las extracciones seriadas de este rit-
mo circadiano, las concentraciones de tes­
tosterona van disminuyendo hasta alcan-
zar su valor minimo a las 16,00 h, aumen-
tando hasta unos valores similares a los
iniciales en la extraccion de las 20,00 h. En
las extracciones no seriadas los valores son
mas bajos, encontrandose las mayores di­
ferencias en la extraccion de las 24,00 h,
con cifras que disminuyen hasta 1,23 ±
0,60 ng/ml (fig. 3). Las concentraciones
plasmaticas de testosterona encontradas en
nuestro estudio son inferiores a las sena-
ladas por Blake et al. (2) (0,50-15,00 ng/
ml), utilizando el mismo ritmo circadiano,
aunque esto se puede explicar porque es-
tos autores realizan las extracciones des­
pues de haber puesto el macho en presen-
cia de la hembra, inmediatamente antes de
realizar la monta y previa administra-
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Fig. 4. Variation de las concentraciones plasma­
ticas de testosterona de muestras seriadas (—) y no

seriadas (- - -) (ciclo 10/14).

cion de una inyeccion de LH-RH (50 pg).
Las diferencias encontradas en la expe­

rimentacion entre los tres ritmos circadia-
nos son mas marcadas en las muestras no
seriadas: en el ciclo 12/12, considerado
por la mayoria de los autores como el
«mas idoneo» para esta especie, los valores
van disminuyendo lentamente a lo largo
del dia, para aumentar en la toma de las
24,00 h. En el ciclo 14/10, las concentra­
ciones son mas altas a las 16,00 horas y
minimas a las 24,00, quiza porque al au­
mentar el numero de horas de luz todavia
no se ha producido la subida nocturna de
estos valores que si se habia experimen-
tado a la misma hora en el ciclo 12/12. Por
ultimo, en el ciclo 10/14 se observa que los
valores minimos de concentracion son los
de las 16,00 h y los maximos los de las
20,00 h, siendo la explicacion la misma
que en el caso anterior, puesto que al acor-
tar el numero de horas de luz, a las 20,00 h
ya se habra producido la subida nocturna
de las concentraciones plasmaticas de tes­
tosterona.

Concluyendo, las concentraciones plas­
maticas de testosterona se encuentran den-
tro del margen fisiologico en todos los rit­
mos circadianos estudiados, si bien expe-
rimentan grandes variaciones en cada uno
de ellos, por lo que la eleccion, de un rit-
mo u otro, dependera en cada caso del tipo
de estudio o experimentacion que se vaya 

a realizar. En nuestra opinion, el ciclo que
se debe aportar, siempre y cuando la ex­
perimentacion no este especificamente di-
rigida hacia un problema endocrinologico,
es el de 10 horas luz y 14 oscuridad y,
siempre que se deseen niveles de testos­
terona mas altos, se deberan obtener las
muestras a primeras horas de la manana.
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Resumen

Se estudian las variaciones fotoperiodicas de las
concentraciones plasmaticas de testosterona en co-
nejos somctidos a la influencia de tres ritmos circa­
dianos distintos: 12/12, 14/10 y 10/14 horas de luz/
oscuridad. El analisis hormonal se realizo con la tec-
nica inmunoenzimatica ELISA de competicion. Las
extracciones sanguineas son seriadas y no seriadas,
para comprobar si existe alguna diferencia en los re-
sultados, por influencia del tipo de extraccion. De los
resultados obtenidos se deduce que los niveles plas-
maticos de testosterona se encuentran dentro de los
valores fisioldgicos (0,3-10 ng/ml) si bien en cada ci­
clo luz/oscuridad, y dependiendo del tipo de extrac­
cion, las diferencias son notables, por lo que la elec­
cion de uno u otro ritmo circadiano dependera de la
experimentacion que se vaya a realizar con esta es­
pecie animal.

Palabras clave: Fotoperiodo, Testosterona, Cone­
jos, Ritmos circadianos.
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