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RESUMEN 

 

Existen diferentes maneras de disminuir la capacidad reproductiva 
manipulando la secreción y la acción de la GnRH inhibiendo el eje hipotálamo-
hipófisis gonadal. El uso crónico de un agonista de GnRH y la 
inmunoneutralización contra GnRH podrían tener impacto en la calidad del 
semen y afectar el proceso de congelado-descongelado debido a cambios en 
la secreción de gonadotrofinas y testosterona y también a posibles cambios en 
la cantidad y composición del plasma seminal. El objetivo del presente estudio 
fue determinar si el uso de agonistas de GnRH y la inmunoneutralización de la 
GnRH afectan negativamente la calidad seminal del semen fresco y la 
crioresistencia seminal en chivos adultos. El ensayo se realizó en un período 
de 16 meses durante el que se realizaron 7 colecciones de semen. Se 
utilizaron 23 chivos de Gabón separados en tres grupos: Grupo control (Gcon, 
n=9), Grupo implante (Gimp, n=7) y Grupo vacuna (Gvac, n=7). En el semen 
fresco se midió el volumen del eyaculado (mL) y la concentración espermática 
(espermatozoides/mL), y se determinó mediante evaluación subjetiva la calidad 
de la motilidad, la motilidad espermática de masa (MM), el porcentaje de 
espermatozoides motiles, el porcentaje de espermatozoides motiles 
progresivos (MP), el porcentaje de espermatozoides con morfología normal y el 
porcentaje de espermatozoides con membrana funcional. Para las muestras de 
semen congeladas se evaluaron las mismas variables, con la diferencia que el 
porcentaje de espermatozoides motiles y MP se evaluaron mediante software 
Integrated Semen Analysis System (ISAS). Los datos del semen fresco fueron 
comparados para cada momento de colección mediante ANOVA para 
mediciones repetidas, considerando como efectos principales el tratamiento 
(implante, vacuna y control) y el tiempo (meses, momentos de colección).  Los 
datos del semen descongelado se compararon mediante ANOVA para 
mediciones repetidas y se consideró como efectos principales el tratamiento y 
las etapas de evaluación (T0,  T30, T60 y T90). La calidad de la motilidad del 
semen fresco para el mes de mayo al tiempo 90 descongelado fue mayor en 
los chivos  del Gcon que en los del Gvac (P= 0,02), no siendo diferente en los 
del Gimp. El porcentaje de espermatozoides con morfología normal del semen 
fresco al tiempo 30 descongelado para los meses de diciembre fue mayor en 
los chivos del Gcon que en los del Gimp (P= 0,02) y tendió a ser mayor en los 
del Gvac (P= 0,08), y en enero fue mayor en los chivos del Gcon que en los del 
Gvac (P= 0,02), no siendo diferente al Gimp. El porcentaje de espermatozoides 
con membrana funcional no fue diferente entre grupos para ninguno de los 
momentos de colección pero si hubo interacción entre el grupo y la etapa en 
los meses de noviembre, diciembre (P= 0,04 para ambos momentos) y mayo 
(P= 0,02), siendo mayor en noviembre en el semen fresco de los chivos  Gcon 
que en el del Gvac (P= 0,005). En diciembre fue mayor para el semen fresco 
de los chivos del Gcon que en los del Gvac (P= 0,0004); y fue mayor para los 
chivos del Gimp que los del Gvac (P= 0,01). En mayo el porcentaje de 
espermatozoides con membrana funcional del semen fresco fue mayor para el 
Gcon que en los del Gvac (P= 0,001) y fue mayor en los del Gimp que en los 
del Gvac (P= 0,01). Se concluyó que el uso crónico de un agonista de GnRH y 
la inmunoneutralización de la GnRH afectaron negativamente la calidad 
seminal del semen fresco y del semen congelado-descongelado en chivos 
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adultos y que la inmunoneutralización de la GnRH afectó en mayor medida la 
calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides con morfología 
normal y con membrana funcional que el uso crónico de un agonista de GnRH. 
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SUMMARY 
 

There are different ways to decrease the reproductive capacity by manipulating  
secretion and action of GnRH by inhibiting the hypothalamic-gonadal pituitary axis. 
Chronic use of a GnRH agonist and immunoneutralization against GnRH could have 
an impact on semen quality and affect the freeze-thaw process due to changes in the 
secretion of gonadotropins and testosterone and also to possible changes in the 
amount and composition of the seminal plasma. The aim of the present study was to 
determine whether the use of GnRH agonists and the immunoneutralization of GnRH 
negatively affect the seminal quality of fresh semen and the seminal chilliness in 
adult goats. The trial was conducted over a period of 16 months during which 7 
collections of semen were performed. We used 23 Gabon goats separated into three 
groups: Control group (Gcon, n = 9), Implant group (Gimp, n = 7) and Vaccine group 
(Gvac, n = 7). The volume of the ejaculate (mL) and the sperm concentration (sperm 
/ mL) were measured in the fresh semen, and the motility quality, mass sperm motility 
(MM), the percentage of motile sperm were determined by subjective evaluation, the 
percentage of progressive motile sperm (MP), the percentage of sperm with normal 
morphology and the percentage of sperm with the functional membrane. For the 
frozen semen samples, the same variables were evaluated, with the difference that 
the percentage of motile sperm and MP were evaluated using the Integrated Semen 
Analysis System (ISAS) software. The fresh semen data were compared for each 
collection moment by means of ANOVA for repeated measurements, considering as 
main effects the treatment (implant, vaccine, and control) and time (months, 
collection moments). The data of the thawed semen were compared by means of 
ANOVA for repeated measurements and the treatment and evaluation stages were 
considered as main effects (T0, T30, T60, and T90). The quality of the motility of 
fresh semen for the month of May at time 90 thawed was greater in the goats of the 
Gcon than in those of the Gvac (P = 0.02), not being different in the Gimp. The 
percentage of spermatozoa with normal morphology of fresh semen at thawing time 
for the months of December was higher in the Gcon goats than in the Gimp ones (P = 
0.02) and tended to be higher in those of the Gvac (P = 0.08), and in January it was 
higher in the goats of the Gcon than in those of the Gvac (P = 0.02), not being 
different from the Gimp. The percentage of sperm with functional membrane was not 
different between groups for any of the moments of collection but there was 
interaction between the group and the stage in the months of November, December 
(P = 0.04 for both moments) and May (P = 0.02), being higher in November in the 
fresh semen of the Gcon than in that of the Gvac (P = 0.005). In December, it was 
higher for the fresh semen of the Gcon goats than in those of the Gvac (P = 0.0004); 
and it was higher for Gimp goats than those of Gvac (P = 0.01). In May, the 
percentage of sperm with the functional membrane of fresh semen was higher for 
Gcon than in Gvac (P = 0.001) and was higher in Gimp than in Gvac (P = 0.01). It 
was concluded that the chronic use of a GnRH agonist and the immunoneutralization 
of GnRH negatively affected the seminal quality of fresh semen and frozen-thawed 
semen in adult goats and that the immunoneutralization of GnRH affected the quality 
of motility to a greater extent, as well as the percentage of spermatozoa with normal 
morphology and the functional membrane than the chronic use of a GnRH agonist. 
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1- INTRODUCCIÓN 
 
1.1. Control endócrino de la reproducción en pequeños rumiantes machos 
 
EL control endócrino de la reproducción está dado principalmente por el eje 
hipótalamo-hipófiso-gonadal, que regula la secreción de la Hormona Liberadora de 
Gonadotrofinas (GnRH). Esta hormona es un decapéptido producido por neuronas 
especializadas del hipotálamo (Hull y Kenigsberg, 1987), que se libera en forma 
pulsatil cada 30-120 min desde las terminaciones nerviosas de neuronas secretoras 
hacia el sistema porta hipotálamo-hipofisario, estimulando la biosíntesis y secreción 
de hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH) (Fink, 1988). En 
consecuencia, la GnRH opera como la vía común final para el control central de la 
reproducción. La síntesis de GnRH y su subsecuente liberación del hipotálamo están 
sutilmente controladas por múltiples factores estimuladores e inhibidores (Gojska et 
al., 2014). La kisspeptina, codificada por el gen kiss1, es un péptido neural que 
estimula la secreción de GnRH (Oakley et al., 2009; Clarke, 2011) y por tanto, 
indirectamente estimula la liberación de LH y FSH (Ezzat-Ahmed et al., 2009). Por 
otro lado, la hormona inhibidora de gonadotrofina (GnIH) fue identificada como un 
péptido que inhibe a la GnRH (Tsutsui et al., 2000). En particular, a través de una 
serie de estudios en ovejas se ha demostrado que ejerce acciones potentes a nivel 
de la hipófisis para contrarrestar la función de la GnRH en términos de la síntesis y 
secreción de gonadotrofinas (Smith et al., 2008). El péptido RFRP-3 también 
conocido como el homólogo de la GnIH puede suprimir directamente la síntesis de 
GnRH, lo que sugiere que la vía inhibidora mediada por RFRP-3 puede 
potencialmente anular los efectos estimulantes de kisspeptina sobre la GnRH 
(Gojska et al., 2014). 
 
La frecuencia de los pulsos de GnRH determina la frecuencia de pulsos de LH 
(Clarke et al., 2011). Sin embargo, la secreción de FSH parece estar regulada por un 
mecanismo dual, un mecanismo de control basal constitutivo y otro componente 
pulsátil (Padmanabhan y McNeilly, 2001). Culler y Vilar (1987) demostraron que la 
administración combinada de un antagonista de GnRH y la inmunoneutralización de 
la misma en ratas macho suprime la pulsatilidad de LH por completo, sin abolir la de 
FSH. Estos descubrimientos proporcionan evidencia sólida en apoyo de la existencia 
de un mecanismo de secreción de FSH adicional, no dependiente de GnRH 
(Padmanabhan y McNeilly, 2001).  
 
La LH estimula la producción de testosterona por parte de las células de Leydig, las 
que se encuentran fuera del túbulo seminífero, en el intersticio testicular. Existe un 
sistema de retroalimentación negativa sensible entre la secreción de LH y la de 
testosterona, por lo que aumentos en la concentración de LH son seguidos por 
aumentos de niveles plasmáticos de testosterona (Bielli, 2002). En los testículos, la 
testosterona se encuentra en altas concentraciones que se mantienen a través de 
una proteína ligadora de andrógenos (ABP), y son necesarias para que la 
espermatogénesis ocurra de manera normal, fundamentalmente para que transcurra 
correctamente la meiosis de las células germinales (Bielli, 2002). Además, la 
testosterona es importante para el desarrollo y el mantenimiento del epitelio secretor 
de los órganos sexuales accesorios (Bielli, 2002) y es responsable de algunas 
características masculinas, como la agresividad y el crecimiento muscular (Field, 
1971; Seideman et al., 1982). La testosterona además puede afectar el metabolismo 
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de los espermatozoides (Nehring et al., 1974), como su potencial de membrana 
(Calzada et al., 1988), el transporte molecular a través de la membrana plasmática 
(Ballesteros et al., 1983) y la fluidez de la misma (Shivaji et al., 1992). 
 
La FSH estimula a las células de Sertoli a secretar estrógenos por conversión 
intracelular de la testosterona que proviene de la célula de Leydig (Bielli, 2002). El 
tamaño testicular de un macho se relaciona con el número de células de Sertoli que 
contenga el testículo (Hochereau-de Reviers et al., 1987) y cada célula de Sertoli se 
encarga de un número limitado de células germinales para que completen su 
diferenciación en espermatozoides. En respuesta a la FSH, las células de Sertoli 
producen la inhibina B, que inhibe la secreción de FSH (Leblond y Clermont, 1952). 
La FSH también puede estar implicada en la regulación del número de células de 
Leydig y en la mediación de su maduración (Kerr y Sharpe, 1985) y estimula a las 
células de Sertoli a producir la proteína ABP. La testosterona producida por las 
células de Leydig llega hasta el túbulo seminífero por medio de éstas proteínas 
transportadoras de esteroides sexuales. La FSH es necesaria para iniciar la 
espermatogénesis en la pubertad, aunque una vez iniciada no parece ser esencial 
para el mantenimiento de la misma.  
 
1.1.2 Estacionalidad reproductiva en pequeños rumiantes 
 
Las razas de ovinos y caprinos de latitudes templadas muestran variaciones 
estacionales de la actividad reproductiva, las que son controladas principalmente por 
cambios fotoperiódicos anuales (Chemineau y Delgadillo, 1993). El periodo de 
exposición diaria de luz regula la liberación de la hormona melatonina, secretada por 
la glándula pineal (Chemineau et al., 2007). Dicha hormona es liberada en mayor 
cantidad durante las horas de oscuridad (Hoffmann et al., 1981), estimulando la 
liberación de kisspeptina y la consecuente estimulación de GnRH, aumentando así la 
secreción de gonadotrofinas (Malpaux et al., 1997; Vanecek, 1998). Para el 
hemisferio Sur, en la época que va del 21 diciembre al 21 de junio, el aumento en la 
actividad sexual se asocia con el aumento de horas en la liberación de melatonina 
tanto en hembras como en machos (Delgadillo et al., 1999). La estacionalidad se 
refleja claramente en cambios en el comportamiento, dimensiones testiculares (masa 
y volumen), gametogénesis y secreción de hormonas (concentraciones séricas de 
LH y testosterona) (Land, 1973; Schanbacher y Lunstra, 1976). Sarlós et al. (2013) 
registraron en ovinos con un ciclo reproductivo fuertemente estacional valores 
mínimos de las características reproductivas (circunferencia escrotal, nivel de 
testosterona en plasma sanguíneo, volumen del eyaculado, concentración 
espermática y porcentaje de espermatozoides con morfología normal) en invierno y 
valores máximos a fines del verano y en otoño. Las condiciones ambientales y otros 
factores como la temperatura, la nutrición y el contacto con animales del otro sexo, 
interactúan con el sistema endógeno estimulando o inhibiendo los mecanismos 
fisiológicos de la reproducción (Rosa y Bryant, 2003).  
 
1.1.3 Regulación artificial de la capacidad reproductiva 
 
Existen diferentes maneras de disminuir la capacidad reproductiva manipulando la 
acción de la GnRH en la hipófisis (Fraser, 1982): 1) evitando que la GnRH llegue a 
sus receptores en la hipófisis, mediante inmunoneutralización, 2) ejerciendo efectos 
inhibitorios utilizando agonistas de la GnRH administrados de forma crónica y 3) 
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bloqueando los receptores de GnRH por antagonistas químicos de GnRH. El uso de 
esteroides sexuales (moléculas derivadas del colesterol) son una alternativa para la 
disminución de la capacidad reproductiva ya que actúan reduciendo las 
concentraciones de andrógenos a través de una inhibición de la secreción y 
liberación de gonadotrofinas por la hipófisis (Romagnoli, 2006). El control de la 
GnRH es ventajoso en relación al uso de esteroides como método de contracepción, 
ya que estos últimos dejan residuos en los tejidos animales. Por lo tanto, resulta 
necesario continuar con las investigaciones sobre el control de la actividad 
reproductiva a través del uso de la GnRH (Valiente et al., 2007). 
 
La manipulación de la acción de la GnRH es una alternativa para la contracepción 
debido a que ejerce efectos inhibitorios reversibles en la reproducción, siendo 
exitosa en varios grupos animales como perros (Cavitte et al., 1988; Lacoste et al., 
1989; Vickery et al., 1989; Valiente et al., 2007), carneros (Lincoln et al., 1986; 
Caraty et al., 1990), cerdos (Xue et al., 1994), monos (Vickery et al., 1980) y toros 
(Kesler et al., 1999; Jago et al., 1997). La necesidad de utilizar la contracepción 
química en animales de compañía se basa en que la utilización de técnicas 
quirúrgicas en animales callejeros es poco práctica y costosa, mientras que en 
criaderos la importancia de la contracepción radica en la reversibilidad de la técnica 
(Valiente et al., 2007). En los rumiantes, la utilización de la inmunoneutralización de 
la GnRH permite alcanzar un mejor desarrollo corporal mejorando de esta manera 
las características cárnicas del ganado, pudiendo realizarse en la etapa postpuberal 
(Jago et al., 1997).  
 
 
 
1.2 Uso de agonistas de GnRH e inmunoneutralización de la GnRH 
 
Los agonistas de GnRH se desarrollaron por sustitución de 2 aminoácidos 
(posiciones 6 y 10) en la molécula original (Karten y River, 1986), dando lugar a una 
molécula con una acción que supera 200 veces a la de la molécula original (Tarlatzis 
y Bili, 2004). Unos de los problemas prácticos en el uso de agonistas fue el de 
administrar regularmente aplicaciones subcutáneas por periodos prolongados de 
tiempo con el fin de mantener su efecto. Así surgió el desarrollo de compuestos de 
liberación lenta, fácilmente administrables en forma intramuscular o de implantes 
subcutáneos (Weckerman y Harzmann, 2004). Cuando los mismos son 
administrados de forma prolongada producen una acción farmacológica “anti 
reproductiva o de esterilización química”, debido a la desensibilización de los 
receptores de GnRH (Vickery y McRae, 1989). Los agonistas en sus formulaciones 
de administración prolongada brindan una supresión reversible de las funciones 
reproductivas por periodos variables de tiempo (Vickery y McRae et al., 1989; Trigg 
et al 2001; Corrada et al., 2005). La inhibición del eje gonadal con agonistas de 
GnRH induce la liberación inicial de gonadotrofinas, llamado “efecto flare up” antes 
de la desensibilización (Wright et al., 2001). En perros machos, la administración de 
un agonista de GnRH que proveía una liberación diaria de 100 a 200 mg de la droga 
causó un aumento temporario de la concentración de testosterona plasmática por 
unos pocos días, seguido por una disminución de los valores de testosterona 
durante aproximadamente 150 días. En corderos, la administración continua de 
agonistas de GnRH durante 16 semanas antes del inicio esperado de la pubertad 
suprimió la secreción de LH y FSH, retrasó el crecimiento testicular y el crecimiento 
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de los epidídimos, e inhibió el desarrollo del comportamiento sexual (Tilbrook et al., 
1993). Se ha demostrado que el efecto supresor de los agonistas en la función 
testicular se revirtió dentro de las 8 semanas siguientes al cese del tratamiento 
(Tilbrook et al., 1993). En los últimos años, el estudio del uso crónico de agonistas 
de GnRH se ha centrado en el uso de la deslorelina, un super-agonista de GnRH 
sintético, 7 veces más potente que la GnRH endógena (Padula, 2005). La 
estimulación prolongada de receptores de GnRH utilizando la deslorelina lleva a una 
desensibilización de los mismos (Navarro y Schober, 2012), lo que resulta en una 
falla en la síntesis o una carencia en la liberación de gonadotrofinas, induciendo 
infertilidad temporaria en los animales tratados (Junaidi, 2007). En un estudio 
realizado con perros tratados con implantes subcutáneos de deslorelina se 
obtuvieron concentraciones plasmáticas de LH y testosterona indetectables después 
de los 21 y 27 días respectivamente y el volumen testicular cayó un 35 % con 
respecto a los valores pre tratamiento. Las características del semen se recuperaron 
por completo 60 semanas después de haber sido implantado (Junaidi et al., 2003). 
 
Por otro lado, la inmunoneutralización de la GnRH consiste en estimular una 
respuesta inmune que genere altos títulos de anticuerpos para bloquear la molécula, 
y por ende la secreción de LH, FSH y hormonas esteroideas, induciendo la 
detención de la gametogénesis y atrofia gonadal. La unión a anticuerpos neutraliza 
la GnRH evitando que se difunda a través de las paredes de los capilares, debido al 
tamaño del complejo hormona-anticuerpo o enmascarando el sitio de unión del 
receptor en la molécula de GnRH (Thompson, 2000). Se ha observado que la 
inmunoneutralización de la GnRH disminuye los niveles de LH y FSH en toros y 
corderos (Jeffcoate et al., 1982; Jago et al., 1997). En carneros se demostró que la 
gametogénesis y el comportamiento reproductivo se podían suprimir mediante 
inmunización pasiva contra GnRH por el aumento de títulos de anticuerpos anti-
GnRH y disminución de las concentraciones de testosterona (Lincoln y Fraser, 1979, 
Shakurai et al., 1997). La subsecuente disminución de secreción de testosterona 
lleva a una atrofia gonadal y disminuye la función reproductiva (Arimura et al., 1973; 
Adams et al., 1996; Miller et al., 2000). Han et al. (2017) concluyeron que los efectos 
de la inmunización activa contra la GnRH redujo consistentemente la síntesis de 
GnRH del hipotálamo debido a una deficiencia de testosterona que altera la 
señalización de testosterona-kisspeptina-GnRH. Por lo tanto, los anticuerpos contra 
GnRH evitan la cascada normal de secreción de hormona que se requiere para la 
regulación gonadal y la producción de gametos (Talwar, 1985). 
 
 
1.2.1 Semen fresco y su evaluación 
 
El semen es el líquido descargado por el macho durante el acto sexual. Es una 
suspensión de células espermáticas cuyo volumen y concentración varía según las 
especies (Arthur, 1991). El plasma seminal es el medio en el que se encuentran los 
espermatozoides (La Falci et al., 2002) y contiene abundantes carbohidratos, 
proteínas y aminoácidos, enzimas, vitaminas hidrosolubles, minerales y una 
capacidad tampón alta, siendo esencial para mantener la vitalidad de los 
espermatozoides. Su producción depende de la concentración de gonadotrofinas y 
testosterona. La FSH y la LH son fundamentales para iniciar y mantener la función 
reproductiva (Clarke, 2011). Por lo tanto, la manipulación de las gonadotrofinas, sea 
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potenciando, simulando o inhibiendo su secreción, puede, de manera general, 
modificar la composición del plasma seminal.  
 
Por otro lado, la testosterona es el principal regulador hormonal de la 
espermatogénesis (Sofikitis et al., 2008). En la mayoría de las especies de rumiantes 
salvajes, el patrón de secreción de testosterona muestra un ritmo estacional 
estrechamente relacionado con el ciclo reproductivo (Goeritz et al., 2003; Toledano-
Díaz et al., 2007). La variación estacional en la concentración sérica de testosterona 
y di-hidro-testosterona se asocia con variaciones en la cantidad de fructosa (Borque 
y Vázquez, 1999; Matsuoka et al., 2006), ácido cítrico (Borque y Vázquez, 1999), 
lactato deshidrogenasa, sodio y potasio (Zamiri et al., 2010; Farshad et al., 2012), 
actividad de la inhibina (Miyamoto et al., 1987) y las concentraciones de melatonina 
y de la propia testosterona (Casao et al., 2010) en el plasma seminal. Además, la 
cantidad de enzimas con efectos antioxidantes (Cardozo et al., 2006; Marti et al., 
2007; Casao et al., 2010) también varía en forma estacional. A su vez, el efecto 
crioprotector del plasma seminal de los carneros aumenta cuando se lo colecta 
durante la estación reproductiva comparado con la colección fuera de la misma 
(Domínguez et al., 2008; Leahy et al., 2010). En el mismo sentido, la efectividad de 
la criopreservación seminal varía de acuerdo a la estación del año, lo que 
probablemente se asocia con la concentración de testosterona (Coloma et al., 2010). 
Por lo tanto, durante su tiempo en el tracto reproductivo masculino, los 
espermatozoides están expuestos a diferentes concentraciones de testosterona 
dependiendo de la época del año. Dado que las propiedades de la membrana 
espermática pueden ser influenciadas por la testosterona (Purohit et al., 2000), las 
modificaciones en la secreción de la misma mediante el uso crónico de un agonista 
de GnRH o la inmunoneutralización de la GnRH produce efectos similares a los de la 
castración quirúrgica (Robertson et al., 1979). 
 
Sieme et al. (2004) observaron en equinos que la reducción de la liberación de 
gonadotrofinas durante el invierno es la causa subyacente de una menor calidad del 
semen durante la temporada no reproductiva. Por lo tanto, la estimulación de la 
secreción de gonadotrofinas podría ser la vía más directa para contrarrestar estos 
efectos. En línea con esta idea, el tratamiento de los sementales con un análogo de 
la GnRH (buserelina) dos veces al día durante 6 semanas durante la estación no 
reproductiva mejoró el comportamiento sexual y la calidad del semen congelado-
descongelado. De manera similar, la motilidad y la integridad de la membrana del 
semen congelado-descongelado mejoró sólo durante el período de tratamiento. En 
contraposición, el bloqueo o la disminución de la concentración de gonadotrofinas y 
de testosterona podrían repercutir en forma negativa en la cantidad y composición 
del plasma seminal. Dado que la testosterona es la que estimula el desarrollo de las 
glándulas accesorias, que son las que proporcionan la mayor parte del plasma 
seminal podría también llevar a que se modifique la crioresistencia.  
 
La evaluación seminal es una herramienta utilizada principalmente para determinar 
la capacidad de fertilización del espermatozoide, y por ende predecir el potencial 
fértil de un determinado reproductor (Davies-Morel, 1999). Además, permite la 
selección de eyaculados para procesos de refrigeración y congelación. Las 
características más relevantes para determinar la calidad seminal son la integridad 
funcional de las membranas plasmática y acrosomal, la morfología y las velocidades 
y trayectorias de movimiento (Canisso, 2008). Los espermatozoides con membranas 
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íntegras, morfología normal y con motilidad rápida y progresiva son los que tendrán 
mayor probabilidad de fertilizar al ovocito (Canisso, 2008). La motilidad espermática 
debe estar presente para que ocurra la fertilización, pero de por sí sola no es un 
buen indicador de capacidad fecundante, por lo que se debe complementar este 
análisis con el de viabilidad, que permite distinguir espermatozoides con membranas 
plasmáticas íntegras o dañadas (Davies-Morel, 1999; Canisso, 2008; Nascimento et 
al., 2008). La membrana plasmática debe estar intacta para que en el 
espermatozoide se desencadenen los mecanismos fisiológicos involucrados en la 
fertilización (De Oliveira, 2007). La morfología espermática también es una 
característica importante debido a que espermatozoides morfológicamente 
anormales poseen una menor habilidad de fertilización, principalmente por 
compromiso de la motilidad y de la penetración y unión al ovocito (Miró et al., 2005; 
Canisso, 2008). Es esperable que dichos parámetros seminales se vean afectados 
por los tratamientos hormonales en base al uso de agonistas de GnRH o mediante la 
inmunoneutralización de la misma. Por ejemplo, en caninos se observó que el uso 
de una sola dosis de un agonista de GnRH (leuprolide), llevó a la disminución del 
volumen de eyaculado (Vickery et al., 1989) y dentro de las 8 semanas de 
comenzado el tratamiento se han observado morfoanomalías espermáticas (Inaba et 
al., 1996). En perros tratados con implantes subcutáneos de deslorelina se 
obtuvieron resultados similares donde se observaron efectos negativos en todos los 
valores seminales evaluados (Novotny et al., 2015). Junaidi et al. (2003) observaron 
que con implantes subcutáneos de deslorelina la recuperación del volumen del 
eyaculado y calidad espermática varió considerablemente entre perros. Dentro de 
las 5-6 semanas de colocado el implante la motilidad espermática y la concentración 
de espermatozoides disminuyeron, habiendo un aumento progresivo en el porcentaje 
de espermatozoides anormales. Entre 6 y 48 semanas luego del tratamiento se 
observaron morfoanomalías secundarias y no se produjeron eyaculados. Hacia la 
semana 60 del tratamiento hubo un incremento gradual en el volumen del eyaculado 
y en la concentración y motilidad de los espermatozoides, recuperando sus valores 
normales.  
 
1.2.2 Semen congelado – descongelado 
 
Las gonadotrofinas ejercen un rol central en el control de la reproducción. Sin 
embargo, su rol específico sobre la composición del plasma seminal y la crio-
resistencia del semen aún no está suficientemente claro. El proceso de congelación-
descongelación seminal afecta considerablemente la integridad estructural y 
funcional de la membrana de los espermatozoides, produciéndose un efecto 
deletéreo que afecta la motilidad y viabilidad espermática pos-descongelación (Pérez 
et al., 2001; Madrid-Bury, 2004; Quintero-Moreno., 2005). En las especies 
domésticas la criopreservación del semen resulta en una menor fertilidad en 
comparación con semen fresco debido a la pérdida de viabilidad de los 
espermatozoides (Salomón y Maxwell, 2000; Watson, 2000). Las etapas de 
enfriamiento iniciales del proceso de criopreservación exponen a los 
espermatozoides a la fluctuación de membrana y a cambios osmóticos que 
eventualmente conducen a un estado de estrés oxidativo (Salazar et al., 2011; 
Martorana et al., 2014). Cuando los espermatozoides están expuestos a bajas 
temperaturas, aumenta la producción celular de especies reactivas de oxígeno y 
esto se traduce en una mayor susceptibilidad del ADN y la membrana plasmática al 
ataque oxidativo mitocondrial de subproductos metabólicos en comparación con el 
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semen fresco (Chatterjee, 2001; Ortega et al., 2010). Gillan et al. (2004) informaron 
que la respiración mitocondrial es interrumpida en espermatozoides criopreservados 
y descongelados, y disminuye más rápidamente en comparación con 
espermatozoides frescos durante incubación in vitro (37 ºC). 
 
Por otro lado, la descongelación del semen induce la capacitación de los 
espermatozoides, y por tanto acorta la vida útil de las células (Gillan et al., 1998; 
Salamon y Maxwell 2000). También se han detectado cambios bioquímicos, 
incluyendo la liberación de la enzima transaminasa Glutamato-Oxalacética (GOT), 
pérdidas de lipoproteínas y aminoácidos ácidos, disminución de la actividad de la 
fosfatasa ácida, aumento del sodio y disminución del contenido de potasio, 
inactivación de la hialuronidasa, pérdida de concentración de prostaglandinas, 
reducción de la síntesis de ATP y ADP, y disminución en la actividad proteolítica 
acrosomal (Salamon y Maxwell, 2000). Por otro lado, utilizando el análisis computer-
assisted semen analysis (CASA), Moses et al. (1995) establecieron que todos los 
parámetros cinéticos de espermatozoides fueron modificados por la 
criopreservación. Además, la criopreservación seminal induce la formación de 
cristales de hielo intracelulares y cambios en el citoplasma de los espermatozoides, 
e incluso efectos sobre el citoesqueleto y estructuras relacionadas (Isachenko, 
2003). Todo esto resulta en una calidad inferior del semen criopreservado, lo que 
reduce su viabilidad y por tanto su capacidad fertilizante. 
 
 
1.2.3 Plasma seminal  
 
Las variaciones en el perfil proteico del plasma seminal a lo largo del año se 
relacionan con variaciones en el porcentaje de espermatozoides motiles, con la 
viabilidad espermática y con la concentración espermática del eyaculado, siendo 
éstos mejores durante la estación reproductiva (Cardozo et al., 2006). A su vez, La 
Falci et al. (2002) identificaron y caracterizaron proteínas con afinidad a la heparina 
(HAP) en chivos, observando que su concentración en el plasma seminal varía a lo 
largo del año. Según estos investigadores, las HAP se encuentran en mayor 
proporción en estación no reproductiva, produciendo un deterioro en el acrosoma y 
en la motilidad espermática, por lo que la calidad seminal disminuye. Las proteínas 
en el plasma seminal están implicadas en varios procesos como la preservación de 
la viabilidad de los espermatozoides en su proceso de maduración, las interacciones 
con el tracto reproductivo femenino, la protección y mantenimiento de la membrana 
celular frente a agentes externos incluyendo eventos que producirían una prematura 
capacitación y/o reacción acrosómica, como es el caso del proceso de crio-
preservación (Manjunath et al., 2002). Por lo tanto, la cantidad y composición del 
plasma seminal influye tanto sobre la calidad del semen fresco como en la calidad 
del semen congelado-descongelado. 
 
Tanto el uso crónico de agonistas de GnRH como el uso de una vacuna anti-GnRH 
disminuyen los niveles de LH y FSH (Jeffcoate et al., 1982; Jago et al., 1997), 
hormonas necesarias para la producción de andrógenos, por lo que podrían 
repercutir indirectamente en la composición del plasma seminal. Ello podría llevar a 
una modificación de la integridad estructural y funcional de la membrana plasmática 
y acrosomal, así como de la motilidad espermática, y por lo tanto modificar la 
crioresistencia del semen. Por lo tanto, al inhibir el eje hipotálamo-hipófisis gonadal y 
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por ende bloquear toda la cascada hormonal, estos tratamientos podrían tener 
impacto en la calidad del semen y afectar el proceso de congelado-descongelado. 
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2- OBJETIVOS 
 
 
2.1. Objetivo general 

 
Determinar si el uso crónico de un agonista de GnRH o la inmunoneutralización de la 
GnRH afectan negativamente la calidad seminal del semen fresco y la crioresistencia 
seminal en chivos adultos. 
 
2.2 Objetivos específicos  
 
Determinar si el uso crónico de un agonista de GnRH o la inmunoneutralización 
contra GnRH afectan negativamente:  

o la calidad de la motilidad 
o la motilidad espermática de masa 
o el porcentaje de espermatozoides motiles, con motilidad progresiva, con 

morfología normal y con membrana funcional 
del semen fresco y descongelado de chivos adultos. 
 

Comparar la duración de los efectos de ambos tratamientos. 
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3- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Lugar de estudio y animales  

 
Todos los procedimientos realizados fueron aprobados por la Comisión de Ética en 
el Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria. El estudio se llevó acabo 
en el Campo Experimental Nº 2 de la Facultad de Veterinaria, ubicado en Libertad, 
San José, Uruguay (34º 41’ S; 56º 32’ O) y en la sede central de Facultad de 
Veterinaria, Montevideo, Uruguay (34º 53’ S; 56º 8’ O). La alimentación de los 
animales se basó en fardos de alfalfa de buena calidad, calculando la cantidad por 
animal de acuerdo a sus requerimientos nutricionales para, y dispusieron de agua ad 
libitum. La condición corporal de los animales fue homogénea y se realizaron 
vacunaciones anuales contra leptospira y brucelosis, y controles coprológicos 
periódicos.  

 
Se utilizaron 23 chivos de Gabón (peso corporal promedio 34,8 ± 5,7 kg) separados 
en tres grupos. Uno de los grupos fue utilizado como control (Grupo control, Gcon, 
n=9) y no se le realizó ningún tratamiento. Los animales de otro de los grupos fueron 
tratados al comienzo de la estación reproductiva (noviembre) con un único implante 
subcutáneo de GnRH en la zona pre escapular de cada animal conteniendo 4,7 mg 
de acetato de deslorelina (Suprelorin, Virbac, España) (Grupo implante, Gimp n=7). 
Los del grupo restante fueron inoculados con una vacuna anti GnRH (300µg diluidos 
en 2mL s/c por animal) (Improvac, Zoetis, Bruselas, Bélgica) (Grupo vacuna, Gvac, 
n=7). La primera dosis de la vacuna se aplicó el mismo día en que se realizó la 
colocación de los implantes al Gimp, y el booster se administró 21 días después. El 
ensayo se realizó durante un periodo de 16 meses, realizando 7 colecciones de 
semen en los meses de noviembre, diciembre, enero, mayo, agosto, noviembre y 
marzo. 

 

 

 
 
3.2 Evaluación del semen fresco 
 
Las muestras de semen se colectaron mediante electroeyaculación, utilizando un 
equipo que cuenta con un vástago de 30 x 1,5 cm con 4 electrodos circulares de 1 
cm de ancho (Fuhijira Industry, Tokyo, Japón). Se aplicó un voltaje creciente, 
iniciando con 3 V, ejecutando series de 2-3 s con descansos de 2 s hasta obtener el 
eyaculado. Las muestras se obtuvieron directamente en copas de vidrio 
temperadas a 37 ºC. 
 
En el semen fresco se determinó la calidad de la motilidad asignándose una escala 
de 0 a 5, siendo 0 cuando no hay movimiento de espermatozoides y 5 cuando el 
movimiento es muy rápido (Fernández et al., 2013), el volumen del eyaculado, la 
motilidad espermática de masa (MM) mediante microscopio óptico (Nikon, modelo 
Eclipse E200, Shanghai, China con un aumento de 4x) asignándose una escala 
entre 0 y 5 de acuerdo a la cantidad de remolinos y la velocidad de movimiento de 
los mismos, los porcentajes de espermatozoides motiles y con motilidad progresiva 
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(MP, porcentaje de espermatozoides que se mueven en forma rectilínea y 
progresiva). La determinación de la calidad de la motilidad y de la motilidad 
espermática (tanto la MM como la MP) se realizaron de manera subjetiva, siempre 
por el mismo observador. Luego se fijó una alícuota de semen fresco en formol 
citrato para determinar la concentración espermática y el porcentaje de 
espermatozoides con morfología normal. La integridad funcional de membrana de 
los espermatozoides se evaluó tras 15 min de incubación en un medio hipo 
osmótico (HOST). Esta prueba se utilizó para identificar los espermatozoides con 
membrana funcional, es decir los que reaccionan a la solución hipo osmótica por 
aumento y rizado de los flagelos en comparación con espermatozoides dañados 
que se mantienen sin cambios. 

 
3.3 Congelación de semen  
 
Luego de la evaluación de las muestras de semen fresco se realizó el agregado de 
un diluyente comercial (Andromed, Minitube, Tienfenbach, Alemania). Se 
congelaron solamente las muestras de semen fresco con una calidad de la 
motilidad igual o mayor 3. Para ello se extrajeron 10 µL de la muestra fijada en 
formol citrato, se determinó la concentración espermática con una cámara de 
Neubauer y se calculó el total de espermatozoides en el eyaculado. En función de 
ello se calculó el volumen de diluyente a agregar para congelar el semen en 
pajuelas de 0,5 mL con un total de 100x106 espermatozoides. Luego del agregado 
del diluyente se determinó inmediatamente la calidad de la motilidad, el porcentaje 
de espermatozoides motiles y el porcentaje de espermatozoides con motilidad 
progresiva mediante evaluación subjetiva. Además, se fijaron muestras en formol 
citrato para determinar el porcentaje de espermatozoides con morfología normal y 
el porcentaje de espermatozoides con integridad funcional de la membrana 
mediante el test de HOST. Las muestras de semen acondicionadas en las pajuelas 
se colocaron en un recipiente con agua a 20 °C y se llevaron a heladera hasta 
alcanzar los 5 °C (curva de enfriado de 1 h 30 min aproximadamente, 1,7 °C/min). 
Posteriormente las muestras de semen se colocaron en vapor de nitrógeno (5 cm 
por encima de la superficie de nitrógeno en una caja de almacenamiento 
criogénico, aproximadamente -120 °C) durante 10 minutos (11,5 °C/min) antes de 
sumergirlas en el nitrógeno líquido. En el mes de agosto no se congelaron muestras 
de semen debido a que no fue posible colectar semen de la mayoría de los 
animales. Además, de los que sí fue posible colectar muestras de semen, las 
mismas tuvieron una calidad de la motilidad inferior a 3. Las pajuelas se 
conservaron identificadas individualmente en nitrógeno líquido a -196 ºC hasta su 
descongelación para evaluar el semen pos congelado.  
 

3.4. Descongelación de semen y evaluación de semen descongelado 

 

Las muestras de semen almacenadas en nitrógeno líquido se retiraron del mismo 
y se mantuvieron a temperatura ambiente por 10 s. Luego se sumergieron en 
solución fisiológica en baño maría a 37 ºC durante 30 s. Por último, se retiró la 
muestra de semen contenida en las pajuelas y se colocó en un tubo eppendorf 
para determinar inmediatamente (T0) y a los 30 (T30), 60 (T60) y 90 (T90) min 
pos descongelado: 
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o la calidad de la motilidad (mediante evaluación subjetiva) 
o el porcentaje de espermatozoides motiles (mediante software Integrated 

Semen Analysis System - ISAS). 
o el porcentaje de espermatozoides motiles progresivos (mediante 

software Integrated Semen Analysis System - ISAS). 
o el porcentaje de espermatozoides con morfología normal del semen fresco 

al tiempo 30 min pos-descongelado  
o el porcentaje de espermatozoides con membrana funcional 
 

 
3.5 Análisis estadístico 
 

Los datos del semen fresco fueron comparados mediante un procedimiento mixto, 
considerando como efectos principales el tratamiento (implante, vacuna y control) y 
el tiempo (meses, momentos de colección) y la interacción entre tratamiento y 
tiempo. Los datos del semen descongelado fueron comparados mediante un 
procedimiento mixto, considerando como efectos principales el tratamiento (implante, 
vacuna y control) y el tiempo pos descongelación (etapas de evaluación T0, T30, 
T60 y T90) para cada momento de colección y la interacción entre tratamiento y la 
etapa. El porcentaje de espermatozoides con morfología normal se comparó desde 
el semen fresco hasta 30 min pos descongelado mediante un modelo mixto 
considerando como efectos principales el tratamiento (implante, vacuna y control) y 
las etapas de evaluación (semen fresco, semen fresco con el agregado del diluyente, 
T0 y T30) para cada momento de colección y la interacción entre tratamiento y la 
etapa.  
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4- RESULTADOS 
 
4.1. Parámetros seminlaes semen fresco  
 
La MM tendió a ser mayor en el semen del Gcon (2,5 ± 0,2) que en del Gvac (1,7 ± 
0,3, P= 0,08). No hubo diferencias entre el Gcon y Gimp, ni entre Gimp y Gvac. Se 
observó una interacción entre grupo y tiempo (P= 0,02): en enero la MM fue mayor 
en el Gcon que en el Gimp (P= 0,003) y tendió a ser mayor en el Gcon que en el 
Gvac (P= 0,07). En mayo la MM fue mayor para el Gcon que en el Gimp (0,02) y en 
marzo fue mayor en el Gimp que en el Gvac (P= 0,05) (Figura 1A). 
 
El porcentaje de espermatozoides motiles fue mayor en el semen del Gcon (67,1 ± 
4,2%) que en el del Gvac (52,7 ± 5,0%, P= 0,04). No hubo diferencias entre el Gcon 
e Gimp, ni entre Gimp y Gvac. No hubo interacción entre el grupo y el tiempo. 
 
El porcentaje de espermatozoides con MP fue mayor en el semen del Gcon (56,2 ± 
3,2 %) que en el del Gvac (41,1 ± 3,8 %, P= 0,007). No hubo diferencias entre el 
Gcon e Gimp, ni entre Gimp y Gvac. Se observó una interacción entre el tratamiento 
y el momento de colección (P= 0,04): en mayo el porcentaje de espermatozoides MP 
fue mayor en el semen del Gcon que en el Gvac (P= 0,006) (Figura 1B). 
 
El porcentaje de espermatozoides con morfología normal fue mayor en el semen del 
Gcon (61,4 ± 2,6 %) que en el del Gimp (51,5 ± 3,4 %, P= 0,03). No hubo diferencias 
entre el Gcon y el Gvac, ni entre Gimp y Gvac. Se observó una interacción entre el 
tratamiento y el momento de colección (P= 0,05): en diciembre el porcentaje de 
espermatozoides con morfología normal fue mayor en el semen del Gcon que en el 
Gimp (P= 0,01) y en enero fue mayor en el Gcon que en el Gvac (P= 0,02) (Figura 
1C). 
 
La cantidad total de espermatozoides fue menor en el semen del Gcon (1070 x 106 ± 
5117 x 106) que en el del Gvac (3555 ± 5692 x 106, P= 0,004) y fue menor en el del 
Gimp (1199 x 106 ± 5952 x 106) que en el del Gvac (P= 0,01). Se observó una 
interacción entre el grupo y el tiempo (P ˂0,0001): en marzo la cantidad total de 
espermatozoides fue menor para el semen del Gcon que en el  Gvac (P= 0,0001) y 
fue menor en el semen de el Gimp que en el Gvac (P= 0,0001) (Figura 1D). 
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Figura 1. A: Motilidad espermática de masa (MM), B: espermatozoides con motilidad 
progresiva (MP) (%), C: espermatozoides con morfología normal, y D: cantidad total 
de espermatozoides de chivos adultos tratados con el uso crónico de un agonista de 
GnRH (n=7, Gimp ∆), inmunoneutralizados contra GnRH (n=7, Gvac ■) y chivos no 
tratados (n=9, Gcon ●). Diferencias entre grupos para un mismo tiempo (mes) se 
muestran como: * (P≤ 0,05) ** (P< 0,01) y *** (P< 0,0001). 
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El porcentaje de espermatozoides con membrana funcional fue mayor para el Gcon 
(74 ± 3,7 %) y Gimp (64 ± 4,8 %) que para el Gvac (50 ± 4,4%, P= 0,0005 y P= 0,04, 
respectivamente). No hubo interacción entre el grupo y el tiempo (Figura 2). 

 

 
 
Figura 2. Espermatozoides con membrana funcional (%) de chivos adultos tratados 
con el uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, ∆), inmunoneutralizados contra 
GnRH (n=7, ■) y chivos no tratados (n=9, ●).   
 
4.1.2 Parámetros seminales pre y pos descongelado 
 
La calidad de la motilidad no fue diferente entre grupos en ninguno de los momentos 
de colección (meses), excepto en mayo, en que fue mayor en el semen de los chivos 
del Gcon (1,3 ± 0,19) que en el Gvac (0,52 ± 0,04, P= 0,02), no siendo diferente al 
del Gimp (0,5 ± 0,2). Además, se observó interacción entre el grupo y la etapa (P= 
0,02): en el mes de mayo la calidad de la motilidad en el semen fresco fue mayor en 
el semen de los chivos Gcon que en los del Gvac (P= 0,01) y tendió a ser mayor que 
en los del Gimp (P= 0,06); en el semen fresco con el agregado de diluyente fue 
mayor en el semen de los chivos del Gcon que en los del Gvac (P= 0,003); en el T0 
fue mayor en el semen del Gcon que en el Gimp (P= 0,02) y Gvac (P= 0,0001) 
(Figura 3). La calidad de la motilidad varió con las etapas para todos los momentos 
de colección (P< 0,0001 para todas las comparaciones). 
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Figura 3. Calidad de la motilidad en el mes de mayo de chivos adultos tratados con 
el uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, ∆), inmunoneutralizados contra GnRH 
(n= 7, ■) y chivos no tratados (n=9, ●). Diferencias entre grupos para para el semen 
fresco se indican como: * (P< 0,01); para el semen con agregado de diluyente como: 
† (P< 0,003) y para T0 como: Ω (P< 0,0001). Diferentes letras indican diferencias 
entre tiempos. 
 
El porcentaje de espermatozoides motiles del semen fresco luego del agregado del 
diluyente no fue diferente entre grupos para ninguno de los momentos de colección 
(meses), excepto para noviembre y mayo. En noviembre el porcentaje de 
espermatozoides motiles en el semen de los chivos fue mayor para el Gcon (70,0 ± 
2,6 %) que en los del Gimp (52,5 ± 5,3%, P= 0,01) y el Gvac (47,0 ± 3,4%, P= 
0,0001). En el mes de mayo el porcentaje de espermatozoides motiles en el semen 
de los chivos fue mayor para el Gcon (63,9 ± 5,7%) que en los del Gimp (42,0 ± 
7,7% P= 0,04) y los del Gvac (34,1 ± 7,7, P= 0,007). Además, se observó interacción 
entre el grupo y la etapa (P= 0.004): en el mes de mayo el porcentaje de 
espermatozoides motiles en el semen fresco fue mayor en los del Gcon que en los 
del Gvac (P= 0,008) (Figura 4). El porcentaje de espermatozoides motiles del semen 
fresco de los chivos en relación al semen fresco con el agregado de diluyente varió 
con las etapas para todos los momentos de colección (meses) (P< 0,02 para las 
comparaciones de diciembre y enero; P< 0,0003 para marzo y P< 0,0001 para 
mayo).  
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Figura 4. Espermatozoides motiles (%) del semen fresco en relación al semen fresco 
con el agregado de diluyente en el mes de mayo de chivos adultos tratados con el 
uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, barras blancas), inmunoneutralizados 
contra GnRH (n=7, barras grises) y chivos no tratados (n=9, barras negras). 
Diferencias entre grupos para el semen fresco se indican como: ** (P< 0,01) y para 
el semen fresco con el agregado de diluyente como: †† (P< 0,01). 



28 
 

 
 
El porcentaje de espermatozoides con MP del semen fresco de los chivos luego del 
agregado del diluyente no fue diferente entre grupos para ninguno de los momentos 
de colección (meses), excepto para el mes de noviembre y mayo. En noviembre la 
MP del semen fresco de los chivos en relación al semen fresco con el agregado de 
diluyente fue mayor los del Gcon (63,6 ± 4,0%) que en los del Gimp (47,1%, P= 0,03) 
y los del Gvac (40,1 ± 4,9%, P= 0,002). En mayo la MP del semen fresco de los 
chivos en relación al semen fresco con el agregado de diluyente fue mayor en los del 
Gcon (58,6 ± 5,1%) que en los del Gimp (33,5 ± 6,8%, P= 0,001) y Gvac (24,2 ± 
6,8%, P= 0,001). Además, se observó interacción entre el grupo y la etapa (P= 0,03): 
en el mes de mayo el porcentaje de espermatozoides con MP en el semen fresco de 
los chivos fue mayor en los del Gcon que en los del Gvac (P= 0,001) y tendió a ser 
mayor en los del Gimp que en los del Gvac (P= 0,07); en el semen fresco con el 
agregado de diluyente fue mayor en los del Gcon que en los del Gimp (P= 0,003) y 
Gvac (P= 0,004) (Figura 5). El porcentaje de espermatozoides con MP del semen 
fresco de los chivos en relación al semen fresco con el agregado de diluyente varió 
con las etapas para todos los momentos de colección (meses) (P< 0,01 para las 
comparaciones de noviembre y mayo; P< 0,0004 para enero y P< 0,0001 para las 
comparaciones de diciembre y marzo). 
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Figura 5. Espermatozoides con motilidad progresiva (MP) del semen fresco en 
relación al semen fresco con el agregado de diluyente en el mes de mayo de chivos 
adultos tratados con el uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, barras blancas), 
inmunoneutralizados contra GnRH (n=7, barras grises) y chivos no tratados (n=9, 
barras negras). Diferencias entre grupos para para el semen fresco se indican como: 
** (P<0,001) y para el semen c/diluyente como: †† (P<0,003). 
 
El porcentaje de espermatozoides con morfología normal del semen fresco al T30 
(30 min después de descongelado) no fue diferente entre grupos para ninguno de los 
momentos de colección (meses), excepto para diciembre y enero. En diciembre el 
porcentaje de espermatozoides con morfología normal del semen fresco al T30 fue 
mayor en el semen del Gcon (71,3 ± 3,7%) que en el del Gimp (54,5 ± 5,7%, P= 
0,02) y tendió a ser mayor en el semen  del Gcon que en el del Gvac (60,4 ± 4,5%, 
P= 0,08). En enero el porcentaje de espermatozoides con morfología normal del 
semen fresco al T30 fue mayor en los del Gcon (64,2 ± 6,5%) que en los del Gvac 
(39,0 ± 7,4%, P= 0,02) no siendo diferente en los  del Gimp (56,4 ± 8,1). No se 
observó interacción entre el grupo y la etapa de colección para ninguno de los 
momentos de colección, excepto para noviembre (P= 0,01) y enero (P= 0,01): en 
noviembre el porcentaje de espermatozoides con morfología normal en el semen 



29 
 

fresco con el agregado de diluyente fue mayor en el semen del Gcon que en el del 
Gimp (P= 0,03) y en el T30 tendió a ser mayor en el del Gcon que en el semen del 
Gvac (P= 0,06) (Figura 6A). En enero el porcentaje de espermatozoides con 
morfología normal en el semen fresco con el agregado de diluyente fue mayor en el 
semen del Gcon que en el del Gvac (P= 0,003) y en el T30 fue mayor en el semen 
del Gcon que en el  del Gvac (P=0,02) (Figura 6B). El porcentaje de 
espermatozoides con morfología normal del semen de los chivos varió con las 
etapas para todos los momentos de colección (meses) (P< 0,002 para las 
comparaciones de noviembre, enero y marzo). 
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Figura 6. Espermatozoides con morfología normal del semen fresco al tiempo 30 en 
el mes de noviembre (A) y enero (B) de chivos adultos tratados con el uso crónico de 
un agonista de GnRH (n=7, ∆), inmunoneutralizados contra GnRH (n=7, ■) y chivos 
no tratados (n=9, ●). Diferencias entre Gcon y Gvac para una misma etapa se 
indican como: † (P< 0,03) ¤ (P< 0,02). Diferentes letras indican diferencias entre 
tiempos.  
 
 
El porcentaje de espermatozoides con membrana funcional del semen de los chivos 
no fue diferente entre grupos para ninguno de los momentos de colección. Se 
observó una interacción entre el grupo y la etapa en los meses de noviembre y 
diciembre (P= 0,04 respectivamente) y mayo (P= 0,02). En noviembre el porcentaje 
de espermatozoides con membrana funcional en el semen fresco de los chivos fue 
mayor en el del Gcon que en el del Gvac (P= 0,005) (Figura 7A). En diciembre el 
porcentaje de espermatozoides con membrana funcional en el semen fresco de los 
chivos fue mayor en el del Gcon que en el del Gvac (P= 0,0004); y fue mayor en el 
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del Gimp que en el del Gvac (P= 0,01) (Figura 7B). En mayo el porcentaje de 
espermatozoides con membrana funcional en el semen fresco de los chivos fue 
mayor en el del Gcon que en el del Gvac (P= 0,001) y fue mayor en el del Gimp que 
en el del Gvac (P= 0,01) (Figura 7C). El porcentaje de espermatozoides con 
membrana funcional del semen de los chivos disminuyó con las etapas para todos 
los momentos de colección (meses) (P < 0,0001 para todas las comparaciones). 
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Figura 7. Espermatozoides con membrana funcional del semen fresco al tiempo 90 
en el mes de noviembre (A), diciembre (B) y mayo (C) de chivos adultos tratados con 
el uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, ∆), inmunoneutralizados contra GnRH 
(n=7, ■) y chivos no tratados (n=9, ●). Diferencias en (A, B y C) entre Gcon y Gvac 
para una misma etapa se indican como: * (P< 0,005; P< 0,0004; P< 0,001). 
Diferentes letras indican diferencias entre tiempos. 
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4.1.3 Parámetros seminales semen descongelado 
 
El porcentaje de espermatozoides motiles del semen descongelado (etapa T0, T30, 
T60 y T90) de los chivos no fue diferente entre grupos para ninguno de los 
momentos de colección (meses), excepto para el mes de mayo donde fue mayor en 
el del Gcon (38,9 ± 3,7%) que en el del Gimp (25,9 ± 4,8, P= 0,05) y el del Gvac 
(21,4 ± 4,9, P= 0,01). Además, se observó interacción entre el grupo y la etapa (P= 
0,02): en el mes de mayo el porcentaje de espermatozoides motiles del semen 
descongelado en el T0 fue mayor en el del Gcon que en el del Gvac (P= 0,0002) y 
fue mayor en el del Gimp que en el del Gvac (P= 0,03); en el T30 fue mayor en el del 
Gcon que en el del Gimp (P= 0,002) y el del Gvac (P= 0,001) (Figura 4B). El 
porcentaje de espermatozoides motiles del semen descongelado de los chivos varió 
con las etapas para todos los momentos de colección (meses) (P< 0,03 para 
diciembre; P< 0,01 para las comparaciones de noviembre y enero y P< 0,0001 para 
las comparaciones de mayo y marzo). 
 

 
Figura 8. Espermatozoides motiles (%) del semen descongelado en el mes de mayo 
de chivos adultos tratados con el uso crónico de un agonista de GnRH (n=7, ∆), 
inmunoneutralizados contra GnRH (n=7, ■) y chivos no tratados (n=9, ●). Diferencias 
entre Gcon, Gimp y Gvac para T0 se indican como: Ω (P< 0,0002) y para T30 ¤ (P< 
0,001). Diferentes letras indican diferencias entre tiempos. 
 
 
El porcentaje de espermatozoides con MP del semen descongelado de los chivos no 
fue diferente entre grupos en ninguno de los momentos de colección (meses), 
excepto en noviembre y mayo. En noviembre la MP del semen de los chivos 
descongelado (etapa T0, T30, T60 y T90) fue mayor en el del Gcon (12,3 ± 2,1%) 
que en el del Gimp (2,2 ± 3,7%, P= 0,03), no siendo diferente a los del Gvac (6,4± 
2,9). En mayo la MP del semen descongelado de los chivos fue mayor en el del 
Gcon (5,7 ± 1,0%) que los del Gvac (1,9 ± 1,1%, P= 0,03) no siendo diferente a los 
del Gimp (3,9 ± 1,2%). No se observó interacción entre el grupo y la etapa para 
ninguno de los momentos de colección, excepto para noviembre (P= 0.0008): en la 
etapa T0 fue mayor en el del Gcon que en el del Gimp (P= 0,0001) y el del Gvac (P= 
0,0001) (Figura 9). El porcentaje de espermatozoides con MP del semen 
descongelado de los chivos varió con las etapas para todos los momentos de 
colección (meses) (P<0,0004 para enero y P<0,0001 para las comparaciones de 
noviembre, diciembre mayo y marzo). 
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Figura 9. Espermatozoides con motilidad progresiva (MP) del semen descongelado 
en el mes de noviembre de chivos adultos tratados con el uso crónico de un agonista 
de GnRH (n=7, ∆), inmunoneutralizados contra GnRH (n=7, ■) y chivos no tratados 
(n=9, ●). Diferencias entre grupos para una misma etapa se indican como Ω 
(P<0,0001). Diferentes letras indican diferencias entre tiempos. 
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5- DISCUSIÓN 
 

El uso crónico de un agonista de GnRH y la inmunoneutralización de la GnRH 
afectaron negativamente la calidad del semen fresco y la crioresistencia seminal en 
chivos adultos. Ambos tratamientos afectaron de manera diferente las características 
seminales a lo largo de la estación reproductiva y no reproductiva. Se observaron 
diferencias entre los tratamientos en el porcentaje de espermatozoides con 
morfología normal y con membrana funcional, afectándose más en los animales 
inmunizados contra GnRH en los meses de diciembre y mayo que en los tratados 
con el uso crónico de un agonista de GnRH. Sin embargo, ambos tratamientos 
inhibieron la actividad reproductiva con duración similar. Debido a que los 
tratamientos difieren en su mecanismo de acción se podría especular que estos 
determinen la duración de sus efectos. Los agonistas de GnRH actúan directamente 
sobre los receptores de la GnRH provocando la desensibilización de los mismos, lo 
que determina una falla en la síntesis o una carencia en la liberación de 
gonadotrofinas (Navarro y Schober, 2012), mientras que en la inmunoneutralización 
contra GnRH, la unión a anticuerpos neutraliza la GnRH, evitando que se difunda 
enmascarando el sitio de unión del receptor en la molécula de GnRH (Thompson, 
2000).  
 
Debido a la aplicación de los tratamientos, es posible que se haya producido una 
estimulación insuficiente de las células de Sertoli, disminuyendo así la 
espermatogénesis. Esto se debe a que el efecto de ambos tratamientos provoca que 
la GnRH no pueda alcanzar la hipófisis generando así la insuficiente liberación de 
gonadotrofinas LH y FSH y en consecuencia la disminución de testosterona. Por lo 
tanto, es probable especular con que las células intersticiales no producen 
suficientes andrógenos debido a la falta de respuesta de la LH en sinergia con la 
FSH. Además, ocurriría una disminución en la interacción de los receptores de 
andrógenos de las células de Leydig, y por lo tanto no se activa la síntesis de 
adenilciclasa para transformar la pregnenolona a testosterona. La disminución en las 
características de calidad de la motilidad, porcentaje de espermatozoides motiles, 
motiles progresivos y con morfología normal posiblemente se deba a que los 
gránulos secretores presentes en los conductos eferentes no proporcionen proteínas 
necesarias para la motilidad (Brandt, 1978). Ya que los espermatozoides sufren 
cambios fisicoquímicos adicionales entre la rete testis y la cola del epidídimo y 
adquieren motilidad progresiva a medida que pasan por el mismo, se podría pensar 
que en los animales tratados el fluido epididimario se pudo ver afectado, ya sea en la 
concentración de electrolitos (sodio, potasio y cloruro) y de aminoácidos, proteínas, 
fosfolípidos y enzimas (Mcdonald et al., 1991). De acuerdo a lo demostrado por Han 
et al. (2017) en testículos de carneros inmunoneutralizados contra GnRH y por 
Novotny et al. (2015) en testículos de perros tratados con el uso crónico de un 
implante de deslorelina, la disminución del porcentaje de espermatozoides con 
morfología normal puede ser el reflejo de una insuficiente producción de LH y 
consecuente disminución de la secreción de testosterona (Lincoln y Fraser, 1979; 
Fagerstone, 2010; Gökdal, 2010).  
 
 
Al comienzo de la estación no reproductiva (en el mes de mayo) se observó una 
disminución en la calidad de la motilidad, el porcentaje de espermatozoides motiles y 
de motiles progresivos en el grupo control, con valores aún menores en el grupo 
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implante y el grupo vacuna. En este trabajo, se pudo observar que la estación 
reproductiva tuvo una fuerte influencia en la fisiología reproductiva al disminuir los 
valores de las características seminales en el semen  fresco y en el semen 
congelado y descongelado de los chivos del grupo control y tuvo una respuesta más 
marcada en los animales tratados. Se podría suponer que existió una baja respuesta 
en la liberación de melatonina por parte de la glándula pineal que llevó a que no se 
libere kisspeptina y no ocurra la estimulación de GnRH, disminuyendo así la 
secreción de gonadotrofinas, lo que además se acentuó con la aplicación de los 
tratamientos. Es posible asumir que los efectos de los tratamientos produjeron la 
disminución de la concentración de testosterona en los meses previos al inicio de la 
estación reproductiva (febrero marzo y abril según Giriboni et al., 2018).  Dado que la 
espermatogénesis requiere de 42 a 63 días para completarse (O’Donnell et al., 
2006), esta disminución en la concentración de testosterona pudo provocar que la 
espermatogénesis de las células germinales no transcurra correctamente, llevando a 
una menor producción de espermatozoides en el mes de mayo. Esto a su vez podría 
asociarse con cambios en la susceptibilidad de las células al choque térmico, 
probablemente como resultado de los cambios en la permeabilidad de membrana 
espermática (Mcdonald et al., 1991). Dado que la concentración de cloruro de sodio 
es responsable de la tolerancia del semen al enfriamiento y congelación (Brass, 
2008), la inmunoneutralización de la GnRH podría tener mayor impacto en la 
composición de plasma seminal y afectar más las concentraciones de sodio que el 
uso crónico de un agonista de GnRH. Debido a que el daño criogénico básico a los 
espermatozoides puede ser ultra estructural (físico), bioquímico o funcional, la 
discusión sobre la naturaleza de este daño está más allá del alcance de este 
experimento. 
 
En suma, se compararon dos tratamientos hormonales para el control de la 
reproducción y se encontraron diferencias puntuales en los efectos producidos por 
ambos tratamientos. Tanto el uso crónico de un agonista de GnRH como la 
inmunoneutralización contra GnRH disminuyeron notoriamente la calidad 
espermática y la crioresistencia del semen.  
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6- CONCLUSIONES 

 

• El uso crónico de un agonista de GnRH y la inmunoneutralización de la GnRH 
afectaron negativamente la calidad seminal del semen fresco y la 
crioresistencia seminal en chivos adultos. 
 
 

• La inmunoneutralización de la GnRH afectó en mayor medida la calidad de la 
motilidad, el porcentaje de espermatozoides con morfología normal y con 
membrana funcional que el uso crónico de un agonista de GnRH.  
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