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Resum

En mamifers se sap que els processos infecciosos poden provocar alteracions reproductores i fins i tot infertilitat.
Nombroses citocines i factors immunologics son produits durant una infeccid bacteriana i actuen sobre el sistema
reproductor. Sorprenentment, se sap molt poc de les conseqiiéncies reproductores de 1’activacid del sistema im-
munitari per patogens bacterians en peixos. Per tant, hem estudiat els efectes del lipopolisacarid (LPS) sobre la
funcié reproductora de truites femelles sexualment madures abans de I’ovulacié. El tractament amb LPS no va
alterar la produccio basal d’esteroides ovarics in vitro pero va potenciar lleugerament els efectes esteroidogénics de
la LH in vitro. No es van observar efectes de I’LPS in vivo sobre la maduracio6 oocitaria. Malgrat aixo, I’LPS va
augmentar el nombre de nuclis apoptotics en ceHules de les capes folliculars, la qual cosa es correlaciona amb un
augment de I’expressio de gens proapoptotics en I’ovari. Per tant, malgrat que I’LPS no sembla causar importants
alteracions esteroidogeniques ni maduratives, provoca la mort cellular en 1’ovari, la qual cosa €s molt probable
que causi alteracions de la funcié ovarica. En aquests moments, no sabem si altres funcions reproductores, com la
fecunditat o la fertilitat, estan afectades per I’LPS.

Paraules clau LPS, esteroidogeénesi, apoptosi, ovari, truita.

Abstract

Altered ovarian function in trout by bacterial lipopolysaccharide. In mammals it is well known that infectious
processes can lead to alterations in reproductive function and even cause infertility. A number of cytokines and
immune factors are known to be produced during a bacterial infection and to act on the reproductive system.
Surprisingly, very little is known about the reproductive consequences of the activation of the immune system by
bacterial pathogens in fish. Therefore, we have examined the effects of lipopolysaccharide (LPS) on the reproductive
function of sexually mature female trout prior to ovulation. LPS treatment in vivo did not alter the basal in vitro
production of steroids but slightly potentiated the in vitro steroidogenic effects of LH. No effects of LPS in vivo
were observed on GVBD. However, LPS administration increased the incidence of apoptotic nuclei in cells of the
follicular layers, which correlated with the increased expression of pro-apoptotic genes in the ovary. Therefore,
although LPS does not appear to cause significant impairments in ovarian steroid production and oocyte final
maturation, LPS triggers ovarian cell death which will most likely cause alterations normal ovarian function. At the
present time it is not known whether other reproductive functions, such as fecundity and fertility, are affected.
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INTRODUCCIO

En mamifers se sap que certs processos infecciosos
poden provocar alteracions de la funci6 reproductora i
fins 1 tot infertilitat. ’activacio del sistema immunitari
com a resultat d’una infeccio bacteriana es caracteritza
per la produccid de citocines, que poden actuar com a
moduladors quimics d’ambit local o ser secretades a
la circulacio i actuar com a hormones. Per exemple, el
factor de necrosi tumoral alfa (TNFa) es una citocina
que es produida pels macrofags en resposta a 1’accio
del lipopolisacarid (LPS), un component actiu de la
paret celular de bacteris gramnegatius, durant una in-
feccio bacteriana. El TNFa, apart de la seva funcio
endocrina, desenvolupa una important funcié local en
els diferents teixits, incloent-hi 1’ovari, on s’ha demos-
trat que té efectes sobre la diferenciacio, la proliferacié
i la induccid de 1’apoptosi mitjancant receptors espe-
cifics. Per tant, el TNFa pot actuar com a mitjancer
entre el sistema immunitari i el sistema reproductor.
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Figura1 Efectes de I’administracié d’LPS in vivo sobre
la produccid basal i estimulada per LH de testosterona (A)
i 17a-hidroxiprogesterona (B) en follicles ovarics de truita.
Els resultats estan expressats en relacié al percentatge sobre
el control (100 %).

Els peixos, especialment en aqiiicultura, estan ex-
posats a una gran varietat de patogens procedents de
bacteris gramnegatius que poden ocasionalment provo-
car una important mortalitat amb un alt cost econdmic.
Lexposicio de peixos enfront de patogens bacterians
en I’aigua pot també tenir importants conseqiiéncies
negatives sobre diversos processos biologics, incloent-
hi la reproduccié. Malauradament, no se sap gairebé
res sobre la possible interacci6 entre els sistemes im-
munitari 1 reproductor en peixos. Malgrat aixo, han
estat identificats diversos dels components del sistema
immunitari en peixos que podrien tenir influéncia so-
bre el sistema reproductor. Per exemple, s’ha demos-
trat que els macrofags de peixos poden ser activats
mitjangant el tractament amb LPS i que, com a resul-
tat, aquests produeixen TNFa i moltes altes citocines
i factors implicats en la resposta immunitaria innata
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Figura 2 Efectes de I’administracié d’LPS in vivo sobre
I’apoptosi en I’ovari de truita. Imatges representatives d’un
ovari d’una femella injectada amb sali i d’un ovari d’una
femella injectada amb LPS.
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(MacKenzie et al., 2003 ; Goetz et al., 2004). Recent-
ment, s’ha demostrat que 1’ovari dels peixos podria ser
un organ diana a causa de la preséncia d’un receptor
en I’ovari que podria regular la seva activitat biolo-
gica (Bobe et al., 2000). Tanmateix, 1’ovari expressa
la ciclooxigenasa 2 abans de ’ovulacio i €s possible
que aquest fet estigués més relacionat amb un procés
infeccios que amb ’ovulacio, la qual cosa suggeriria
indirectament 1’existéncia d’un procés d’activaci6 dels
macrofags en 1’ovari (Roberts et al., 2000). Aquests
resultats suggereixen que el TNFa i la ciclooxigenasa
2 1 altres marcadors immunitaris podrien emprar-se
com a marcadors de 1’activacié macrofagica en I’ovari.
Per tant, és important establir una relacié directa entre
causa i efecte entre la inducci6 d’una resposta immuni-
taria i alteracions en la funcio reproductora en peixos.
Per aix0, I’objectiu principal d’aquest estudi ha estat
analitzar els efectes de I’administracié d’LPS com a
via d’induccié d’una resposta immunitaria sobre la
funcié ovarica en la truita (Salvelinus fontinalis).

MATERIALS I METODES
Animals

Truites (Salvelinus fontinalis) femelles van mantenir-
se a 12,5° C i sota fotoperiode natural a les installaci-
ons de la University of Notre Dame (Notre Dame, IN,
EUA). Truites en estat preovulatori van ser anestesia-
des amb acid 3-aminobenzoic etil ester (0,1 g/l; Sigma,
St. Louis, MO, EUA) dissolt en aigua i sacrificades per
decapitacio abans d’extraure els ovaris.

Administracio d’LPS

Un grup de deu femelles van ser injectades intrape-
ritonealment amb LPS d’Escherichia Coli (6 mg/kg)
un cop cada dia durant quatre dies consecutius. Com
a control, es va incloure un grup de deu femelles que
van rebre el mateix régim d’injeccions amb sali. Al
cinque dia, els peixos control (sali) i els experimentals
(LPS) van ser sacrificats.

Incubacions de teixit ovaric

Immediatament després de la disseccio, els ovaris van
ser colocats en una solucié de sals Hank’s (HBSS)
i es van separar follicles ovarics individualment. Fol-
licles intactes (cinc follicles/pou/ml) van ser incubats
en HBSS amb 0,2 % de BSA (fraction V, Sigma) en
abseéncia i preséncia d’LH durant 18 ha 15° C. Al final
de la incubacio, es van separar el medi i el teixit ovaric
i van ser guardats a —20° C 1 —80° C, respectivament.

Per a I’assaig de la ruptura de la vesicula germinal
(GVBD), es van incubar deu follicles en preséncia
de 17a-20p-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,20 P; 100
ng/ml) per 72 h a 12° C. Al final de la incubacid, els
follicles van ser examinats per la preséncia o abséncia
(GVBD) de la vesicula germinal.

Radioimmunoassaig

Els nivells de testosterona (T) 1 17a-
hidroxiprogesterona (17P) en el medi d’incubacid
i en plasma es van mesurar directament utilitzant
un radioimmunoassaig comercial (Schering-CIS,
Madrid). Per a la mesura dels nivells de cortisol
en plasma, es va utilitzar un radioimmunoassaig
desenvolupat préviament.

Tincié de TUNEL

La presencia de cellules apoptotiques es va detectar
per la técnica de TUNEL mitjangant un kit comercial
(Roche).

Analisi d’expressio génica per microxip

A partir d’RNA total d’ovari de peixos injectats amb
sali o LPS, es va analitzar I’expressid geénica amb un
microxip de cDNA que conté aproximadament mil
quatre-cents gens i que ha estat préviament desenvo-
lupat i validat (Koskinen et al., 2004 ; Krasnov et al.,
2005).

RESULTATS

Ladministracio de LPS no va afectar la producci6 ba-
sal de T o 17P perd va potenciar lleugerament els
efectes estimuladors de la LH sobre la produccio6 de
T, pero no els de 17P (vegeu la figura 1). Tanmateix,
I’administracié d’LPS no va afectar els nivells en sang
de T (els nivells en sang de 17P i d’estradiol no van ser
detectables) pero va provocar un important augment en
els nivells en sang de cortisol (resultats no presentats).
Tampoc no es van detectar diferéncies significatives
entre femelles injectades amb sali o LPS quant a la
induccio de la GVBD, la qual cosa indica que 1’admi-
nistracié de LPS no afecta la maduraci6 dels oocits. En
canvi, I’administracié de LPS va provocar un impor-
tant increment en el nombre de cellules apoptotiques
en les capes folliculars que envolten 1’0ocit (vegeu la
figura 2). Lanalisi de I’expressi6 génica global amb un
microxip de cDNA per a salmonids (Koskinen ef al.,
2004 ; Krasnov et al., 2005) va indicar que el tracta-
ment amb LPS provoca un augment de 1’expressio de
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gens proapoptotics com la ZIP cinasa i una disminucid
en D’expressio de gens antiapoptotics com Beclin 1,
p21 i CYPIJ2 (resultats no presentats). Tanmateix, el
tractament amb LPS provoca un augment de I’expres-
si6 de gens implicats en la resposta immunitaria, com
el gen del precursor del collagen, la immunoglobulina
Mu i antigens d’histocompatibilitat.

DISCUSSIO

En aquest treball s’ha estudiat la resposta de 1’ovari de
la truita a una activacio del sistema immunitari provo-
cada per I’administracié d’LPS, que és el component
actiu de bacteris gramnegatius. LPS s’ha demostrat
que provoca una important activacio del sistema immu-
nitari en truita tant en experiments iz vitro com in vivo
1, per tant, constitueix un adient model experimental
d’induccioé immunitaria.

Els nostres resultats indiquen que I’administracioé
d’LPS, almenys en el moment del mostreig, no pro-
voca efectes negatius sobre la resposta hormonal en
I’ovari de la truita. En primer lloc, 1’administracio
d’LPS no afecta la capacitat de resposta esteroidoge-
nica de les capes folliculars a 1’accio de la LH, la qual
és el principal factor que regula la producci6 d’este-
roides sexuals per part de 1’ovari a la truita (Planas
et al., 2000). En segon lloc, I’administracié d’LPS no
afecta la capacitat dels oocits a respondre a 1’accid
de la 17,20P i estimula la induccié de la maduracio.
Malgrat aquests resultats, el nostre estudi prova, com
a resposta a I’accié de I’LPS, I’activacio del procés de
mort cellular programada o apoptosi en célules de les
capes folliculars que envolten I’odcit. En aquest estudi
no hem identificat les céHules folliculars que han entrat
en apoptosi en resposta a I’LPS, pero es molt possible
que entre aquestes trobem les celules teca i granulosa,
les quals son essencials per a la produccid d’esteroides
sexuals (Planas et al., 2000) i altres factors necessaris
per a la folliculogenesi i posterior ovulacio. Creiem
que la pérdua d’aquéstes cellules i dels factors que
produeixen provocara efectes negatius sobre la funcio6
ovarica a mitja o llarg termini. Propers estudis hau-
ran d’examinar els efectes de 1’administraciéo d’LPS
en les primeres setmanes després del tractament per
a determinar les alteracions ovariques a mitja o llarg
termini.

Utilitzant la técnica del microxip, hem detectat can-
vis importants en 1’expressié de gens en 1’ovari de
femelles tractades amb LPS. Malgrat que el nombre
de gens ovarics que responen al tractament no és molt
elevat, comparat amb altres teixits (resultats no pre-
sentats), s’observa clarament que el tractament amb
LPS provoca canvis en 1’expressié de gens implicats

en el procés apoptotic, la qual cosa es correlaciona bé
amb els nostres resultats sobre I’increment de celules
apoptotiques. Tanmateix, s’observa que el tractament
amb LPS provoca un augment en 1’expressio de gens
implicats en la resposta immunitaria. En estudis previs
també s’han detectat alts nivells de gens implicats en
la resposta immunitaria al llarg de I’ovulacio, com per
exemple el receptor decoy de I'TNFa i el mateix TNFo.
(Bobe et al., 2000, 2001). Una questio que es desprén
d’aquests resultats és si aquests gens son expressats
per les célules ovariques o si son expressats per cel-
lules immunitaries (per exemple, macrofags) que han
infiltrat I’ovari. Aquésta és una qiiestié important que
haura de ser investigada en propers estudis.

Creiem que els efectes observats de I’administracio
d’LPS no s6n deguts a 1’accio directa de I’LPS sobre
les cellules ovariques, sin6 que son deguts als efectes
estimuladors de I’LPS sobre cé¢Hules immunitaries, ja
siguin perifeériques o infiltrades en 1’ovari. Com a res-
posta a I’LPS, les céllules immunitaries produeixen
citocines com el TNFa, tal com hem demostrat pré-
viament (MacKenzie et al., 2003 ; Goetz et al., 2004;
MacKenzie et al., 2004), que podrien actuar directa-
ment sobre les ceHules ovariques estimulant I’apoptosi.
En mamifers, el TNFa té clarament efectes proapopto-
tics 1 és molt probable que en peixos tingui el mateix
efecte. Per tant, proposem que els efectes negatius ob-
servats com a resultat de I’administracié d’LPS s6n
deguts a la secrecio de citocines per cellules immuni-
taries i a I’acci6 d’aquestes citocines sobre les ceHules
ovariques.
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