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RESUMEN

El crecimiento excesivo de las poblaciones de animales en zooldgicos y
reservas haturales causa un impacto negativo a nivel socio-econémico y de
bienestar animal. Por esto, surge la necesidad de buscar métodos de control de
la reproduccién como la contracepcion quimica. El objetivo del presente trabajo
fue comparar la eficacia del uso de agonistas de GnRH e inmunoneutralizacion
de GnRH en las caracteristicas testiculares y la calidad seminal. El experimento
se realizé en primavera hacia el inicio de otofio (de noviembre a marzo) con 25
chivos adultos de Gabon, adjudicados a tres grupos: implante de agonista
GnRH (GI, n=8), vacuna anti-GnRH (GV, n=8) y un grupo control (GC, n=9).
Los registros se realizaron 1 vez en noviembre, 3 veces en diciembre, con un
intervalo de 10 dias y luego mensual hasta el mes de marzo. La circunferencia
escrotal se midié con un escrotimetro y se realizaron ecografias testiculares.
Se determiné el volumen, motilidad espermatica de masa e individual en el
semen fresco. La circunferencia escrotal no varié entre grupos pero si varié a lo
largo del tratamiento (P= 0,004), se observé una interaccion entre grupo y
tiempo (P= 0,007): desde enero a marzo el GC tuvo mayor CE que el GV y GI.
El porcentaje de espermatozoides normales y la intensidad de pixeles fueron
mayores en el GC con respecto a GV y GI (P< 0,0001) y variaron durante el
tratamiento (P< 0,0001) y (P= 0,0003) respectivamente. Por otra parte, la
concentracion espermatica, la motilidad espermatica de masa asi como la
motilidad espermatica individual fueron menores en el GV y en el Gl con
respecto al GC (P< 0,0001) y no variaron a lo largo del tratamiento. Se
concluyé que tanto el uso cronico de un agonista de GnRH, como la
inmunoneutralizacion de GnRH en chivos afectaron negativamente la calidad
seminal y las caracteristicas testiculares en chivos de Gabdn, no existiendo

diferencias en la eficacia y duracion de los efectos entre ambos tratamientos.



SUMARY

The overgrowth of animal populations in zoos and natural reserves causes a
negative impact to socio-economic status and animal welfare. Therefore its
needs to find effective methods of reproduction control, such as the chemical
contraception, as the use of GnRH agonists and GnRH immunoneutralization.
The aim of this study was to compare the effectiveness of both methods, by
assessing testicular characteristics and semen quality. The experiment was
conducted in the spring to the autumn start (November to March), three groups
of adult Gabon goats were used: implants GnRH agonist group (Gl, n=8), anti-
GnRH vaccine group (GV, n=8), and a control group (GC, n=9). The recordings
were made in November 1, 3 times in December with an interval of 10 days and
then monthly until March. Scrotal circumference was measured with a
centimeter and testicular ultrasounds were performed. Fresh semen was
evaluated and volume, sperm motility mass and individual sperm motility were
determined. Scrotal circumference was not different between groups, but varied
throughout the treatment and there was an interaction between group and time
was observed (P= 0.007): from January to March, the GC was more CE than
GV and GI. The normal sperm percentage and intensity of pixels were higher in
the GC regarding GV and GI (P< 0.0001) and varied during treatment (P<
0.0001) and (P = 0.0003) respectively. Moreover, sperm concentration, sperm
motility mass and individual sperm motility were lower in the GV and the GI with
respect to GC (P< 0.0001) and remained unchanged throughout the treatment.
It was concluded that both the chronic use of a GnRH agonist, such as GnRH
immunoneutralization negatively affected semen quality and testicular
characteristics in Gabon goats, there are no differences in efficacy and duration

of effect between the two treatments.
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1. INTRODUCCION

La sobrepoblacién de animales silvestres y domésticos es una situacion
frecuente originada por el crecimiento excesivo de las poblaciones, lo que
causa un impacto negativo sobre la salud publica, ademas de generar
problemas socio-econémicos y de bienestar animal (Downes et al., 2009).
Actualmente la situacion que se presenta en los zooldgicos y en las reservas
naturales de Uruguay, es el exceso de chivos Gabon y Ciervos Axis.
(Rodriguez y Rohrer, 2014). El crecimiento en el tamafio de estas poblaciones
no es deseable debido a limitaciones edilicias y de recursos econdmicos (AZA,
2001).

En relacion a los animales de compafia (perros y gatos callejeros) la
preocupacion radica en los perjuicios sociales que esto genera: animales
abandonados, mal nutridos y enfermos, que pueden ser envenenados,
eutanasiados o incluso muren debido a las malas condiciones a las que se ven
enfrentados (ver revision: Kutzler y Wood, 2006). A esto se le suma el riesgo
que representa para la salud, el bienestar y la seguridad de las personas
(Brusoni et al., 2007), ya que existen mas de cien enfermedades zoonoticas
que pueden transmitir los perros, como rabia, leptospirosis, brucelosis,

salmonelosis e hidatidosis (Ortega, 2001).

Todo lo mencionado anteriormente ha llevado a la necesidad de buscar
métodos efectivos en el control de la reproduccion. Una de las alternativas es la
castracion quirtrgica y mas recientemente la castracion quimica, siendo ésta

utilizada principalmente en los machos.
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1.1. Regulaciéon neuroendocrina de la reproduccion en el macho

La reproduccion en los mamiferos esta regulada fundamentalmente por
un sistema neuro- endocrino constituido por el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal.
La hormona liberadora de gonadotrofina (gonadotophin-releasing hormone:
GnRH) es un decapéptido producido por el hipotalamo y liberado de forma
pulséatil. La GnRH llega a la adenohipdfisis por el sistema porta hipofisario,
donde estimula la liberacion de gonadotrofinas: hormona luteinizante
(Luteinizing hormone: LH) y hormona foliculo estimulante (Follicle stimulating
hormone: FSH) (ver revision: Griswold y McLean, 2006). Ambas gonadotrofinas
son glucoproteinas heterodimeras, su liberacion depende de los patrones
pulsatiles de secrecion de la GnRH (Cunningham y Klein, 2014). Las
gonadotrofinas entran a la circulacion y ejercen su accion sobre los testiculos
regulando la produccién de hormonas esteroides y la espermatogénesis. La LH
se une a los receptores de membrana de las células de Leydig y estimula la
produccién de testosterona a partir de colesterol. La FSH es indispensable para
el inicio de la espermatogénesis (Bielli, 2002).

Una vez iniciada la espermatogénesis, la FSH no parece tener un rol
fundamental en el mantenimiento de la misma. Ademas, la FSH determina la
cantidad, tamafo y actividad de las células de Sertoli, lo que limita la cantidad
de espermatozoides que podran producirse (Bielli, 2002). La FSH junto con la
testosterona estimulan la sintesis y liberacion inhibina, activina, transferrina y
de proteinas ligadoras de andrégenos (Androgen binding protein: ABP) (ver
revision: Griswold y McLean, 2006). Tanto la inhibina como la activina son
hormonas proteicas que participan en la regulacion de la secrecion de FSH. La
inhibina es secretada por los testiculos y ejerce una retroalimentacion negativa
sobre la secrecion de FSH, actuando directamente sobre la adenohipdfisis. Por
el contrario, la activina aumenta la secrecion de FSH (Aman y Schanbacher,
1983). La transferrina participa en la transferencia de nutrientes a las células
germinativas, lo que también determina la cantidad de espermatozoides que se
producen. Las proteinas ligadoras de androgenos se secretan en los tubulos
seminiferos y su funcién es mantener altas concentraciones de andrégenos,

especialmente de testosterona en los testiculos (Bielli, 2002). La testosterona
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producida por las células de Leydig llega a los tubulo seminiferos, donde es
necesaria para el mantenimiento de la espermatogénesis (Bielli, 2002).
Ademas, una alta concentracion local de testosterona dentro del testiculo se
considera esencial para que la espermatogénesis pueda darse con normalidad
(Laudat et al., 1998). La testosterona también es esencial para el desarrollo y
mantenimiento del comportamiento y de los caracteres sexuales masculinos
(Ungerfeld, 2002).

1.2. Métodos de contracepcién

Para el control de la reproduccién se puede optar por esterilizar a la
hembra o al macho. Ademas de controlar la reproduccién, y por tanto el tamafio
de las poblaciones, la esterilizacion del macho en las diferentes especies
puede tener ciertos beneficios: en perros ayuda a prevenir las patologias
prostéticas y aparicibn de ciertos tipos de tumores, asi como también
disminuye el comportamiento agresivo (ver revision: Thompson, 2000). En
rumiantes, la principal ventaja es la disminucion de la libido y del
comportamiento agresivo, lo que podria ser un serio problema si no se controla,
principalmente en toros, donde animales pre puberes expuestos a hembras en
celo podrian generar desde prefieces no deseadas hasta dafios a la seguridad

humana (Price y Tennesson, 1981).

Los métodos de contracepciéon utilizados mas frecuentemente son los
procedimientos quirdrgicos, los que consisten en la extirpacion quirdrgica de los
organos sexuales, en el caso del macho los testiculos. Por lo tanto son
métodos irreversibles, ya que los animales no recuperan su capacidad
reproductiva. Es recomendable que el procedimiento se realice en la etapa
prepuberal para disminuir el estrés, lo que tiene como desventaja que los
animales no alcanzan un desarrollo prepuberal 6ptimo, lo que incide en las
caracteristicas productivas de la carne (Knight et al., 2000). A su vez pueden
generar ciertas complicaciones como traumas por injuria, infecciones

(bacterianas y parasitarias) y hemorragias (Amatayakul-Chantlera et al., 2013).
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Por tanto, es preciso buscar métodos de contracepcion alternativos que
no generen dichos inconvenientes, o que al menos los minimicen. Estos
métodos tienen que cumplir con los siguientes requisitos: ser aplicables a gran
escala, con minimos requerimientos técnicos (ver revision: Kutzler y Wood,
2006), asi como ser éticamente aceptables y tener por finalidad reducir la tasa
de natalidad y no aumentar la tasa de mortalidad. Un método que se adapta a
estas finalidades descriptas es la contracepcion quimica (ver revision:

Fagerstone et al., 2006).

La utilizacion de agentes hormonales es una forma posible de
contracepcion ya que ejerce efectos inhibitorios reversibles en la reproduccion,
lo que se ha aplicado con éxito en varias especies (monos: Davis-da Silva y
Wallen, 1989; vacas: Rieger et al., 1989; gatas: Toydemir et al., 2012; perros:
Vickery et al., 1984; perras: Vickery et al., 1985).

En los rumiantes, la utilizaciébn de la contracepcion quimica permite
mejorar las caracteristicas productivas del ganado (en los productos carnicos),
pudiendo realizarse en la etapa post puberal y alcanzando un mejor desarrollo
corporal (Jago et al., 1997). Esto lleva a obtener carnes mas magras, mayor
area de ojo de bife y disminucion en el indice de conversién alimentaria,
reduciendo tanto el comportamiento agresivo como la produccién de olores en
el macho (ver revision: Thompson, 2000). En animales domésticos, la
necesidad de utilizar la contracepcién quimica, surge desde dos perspectivas:
por un lado, la utilizacion de técnicas quirirgicas en animales callejeros es
poco practica y costosa, mientras que en criaderos la importancia de la
contracepcion quimica radica en la reversibilidad de la técnica (ver revision:
Valiente et al., 2008).

Existen tres maneras diferentes de disminuir la capacidad reproductiva
manipulando la accion de la GnRH en la hipdfisis: 1) evitando que la GnRH
llegue a sus receptores en la hipofisis, mediante inmunoneutralizacién, 2)
ejerciendo efectos inhibitorios utilizando agonistas de la GnRH administrados
de forma cronica y 3) bloqueando los receptores de GnRH por antagonistas
quimicos de GnRH (Fraser, 1982).

14



1.2.1. Inmunoneutralizacion de GnRH

La inmunoneutralizacion de GnRH estimula al sistema inmune a producir
anticuerpos contra la GnRH (ver revision: Thompson, 2000). Debido a que la
GnRH tiene bajo peso molecular y baja capacidad inmundgena para que sea
reconocida por el sistema inmune, debe unirse a una proteina portadora como
la seroalbumina para aumentar su inmunogenicidad (Jeffocate y Keeling,
1984). La inmunoneutralizacion de GnRH bloquea la sintesis de la LH y la FSH
por parte de la hipofisis hasta lograr la quiescencia gonadal (Fraser y Gunn,
1973).

Para el desarrollo de una vacuna contraceptiva es primordial decidir qué
antigeno se utiliza para estimular el sistema inmune (Skinner et al., 1996) y el
namero de inmunizaciones necesarias para generar una respuesta
inmunolégica eficaz (ver revision: Thompson, 2000). Hasta el momento, la
seroalbimina ha sido la que genera una mayor inmunogenicidad, siendo éste
el antigeno mas comunmente utilizado en animales (ver revision: Purswell y
Kolster, 2006).

Se ha demostrado que inhibir la accién de la GnRH sobre la hipofisis
mediante la inmunoneutralizacion de GnRH induce involucion testicular, que
conduce a una disminucion en la concentracién de testosterona en sangre
(conejos: Arimura et al., 1973; caninos: Ajadi y Oyeyemi, 2015; ciervos: Lincoln
et al., 1982; chivos: Godfrey et al.,, 1996), disminucion del volumen del
eyaculado, aumento de la frecuencia de alteraciones morfologicas de los
espermatozoides, y disminucion de la motilidad espermatica (caninos: Ajadi y
Oyeyemi, 2015; chivos: Godfrey et al, 1996). Por Ilo tanto Ia
inmunoneutralizacion es una alternativa viable para el control de la

reproduccion, tanto en animales de compariia como en rumiantes.
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1.2.2 Agonistas de GnRH

La administracion créonica de un agonista de GnRH actia
desensibilizando la hipdfisis e inhibiendo asi la secrecion de gonadotrofinas
(Becker y Katz, 1993). El uso de agonistas de GnRH como método de
contracepcion es mas eficaz que la administracion de GnRH enddgena, tanto
en condiciones clinicas como experimentalmente, debido a que poseen mayor
vida media en sangre, mayor resistencia a la degradacion enzimatica y una
mayor afinidad por los receptores de GnRH (Becker y Katz, 1993). El uso de
agonistas de GnRH a corto plazo induce una liberacién inicial y un rpido
incremento en el plasma de los valores de LH y testosterona (efecto “flare up”).
Sin embargo genera solo un minimo cambio en la concentracion de FSH. El
aumento de la concentracién de LH comienza el primer dia de tratamiento y
permanece elevado durante 7 dias, mientras los valores de testosterona
aumentan a partir del dia 7 de comenzado el tratamiento, permaneciendo asi
durante 10 dias (ciervos: Lincoln et al., 1986). El efecto “flare up" tiene una
duracion aproximada de 7 a 14 dias de iniciado el tratamiento, dependiendo del
agonista utilizado (caninos: Wright et al., 2001).

En la actualidad uno de los agonistas de GnRH que mas se utiliza es la
deslorelina, un analogo sintético de la GnRH, con una potencia 7 veces
superior a la hormona endbégena, mas estable y con mayor afinidad por los
receptores celulares de la misma (por lo que se clasifica como un

superagonista) (ver revision: Padula, 2005).

La utilizacion de la deslorelina a largo plazo produce disminucion del
tamafo testicular, de la concentracion de testosterona en sangre, reducciéon de
la libido y comportamiento de macho (gatos: Goericke-Pesch et al., 2011; zorro:
Melville et al.,, 2011), asi como disminucion de la produccion de
espermatozoides y aumento de las anormalidades espermaticas (caninos:
Fontaine y Mir, 2012; jabalies: Kauffold et al., 2010). La deslorelina se
administra Unicamente por via subcutanea, ya que por via oral seria degradada
por las peptidasas gastrointestinales bajando su biodisponibilidad (ver revision:
Valiente et al., 2008).
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Aunque se conocen los posibles beneficios de la utilizacion de la
inmunoneutralizacion de GnRH y del uso cronico de agonista de GhnRH como
métodos de contracepcidon en rumiantes, hasta el momento sélo se ha
realizado un Udnico experimento que estudia la eficacia de Ila
inmunoneutralizacion de GnRH en chivos (Godfrey et al. 1996) y ninguno sobre
el uso cronico de un agonista de GnRH. Por lo tanto, resulta interesante la
aplicacion de estos métodos en chivos Gabdn y determinar su efectividad en el

control de la reproduccion.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo general

e Comparar la eficacia en el uso cronico de un agonista de GnRH y la
inmunoneutralizacion de GhnRH como métodos de contracepcion quimica

en chivos adultos de Gabon.

2.2.0bjetivos especificos

e Determinar si el uso crénico de un agonista de GnRH y la
inmunoneutralizacion de GnRH en chivos adultos de Gabon produce
disminucion de:

- la circunferencia escrotal

- cantidad de fluido testicular

- motilidad espermatica de masa
- motilidad espermética individual
- concentracion espermética

- porcentaje de espermatozoides normales en el eyaculado

e Determinar si existen diferencias en la duracion de los efectos en ambos

tratamientos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1Animales y su manejo

El experimento se realiz6 desde primavera hacia el inicio de otofio (de
noviembre a marzo). Se utilizaron 25 chivos adultos de Gabon que fueron
separados en tres grupos. Los animales fueron alojados en corrales de tamafio
similar y alimentados de acuerdo a sus requerimientos nutricionales con fardos
de alfalfa y dispusieron de agua ad libitum. Uno de los grupos fue tratado con
una vacuna anti-GnRH (GV, n=8) y otro con implantes de agonista de GnRH
(Gl, n=8). El tercer grupo fue utilizado como control y no se les realiz6 ningun
tratamiento (GC, n=9). Una vez comenzado el tratamiento los registros de las
variables consideradas se realizaron 1 vez en noviembre, 3 veces en

diciembre, con un intervalo de 10 dias y luego mensual hasta el mes de marzo.

En cada toma de muestra se evaluaron caracteristicas seminales y

testiculares.

3.2 Administracion de implante del agonista de GhRH

En noviembre se le colocd un unico implante subcutdneo conteniendo
4,7 mg de acetato de deslorelina (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-
NHC2H5; Suprelorin®; Virbac, Barcelona, Espafia) a 8 chivos en la zona pre-
escapular. Los implantes permanecieron colocados durante todo el

experimento.

3.3 Administraciéon de vacuna anti-GnRH

En la misma fecha se administré la primer dosis de la vacuna anti-GnRH
(2 mL/animal/lmprovac®; Zoetis, Bruselas, Bélgica) a 8 chivos (grupo GV) y a

las 4 semanas se administrd la segunda inoculacion (booster).
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3.4 Evaluacion testicular

La circunferencia escrotal (CE) se registré6 midiendo el diametro mayor
de la bolsa escrotal, utilizando una cinta apropiada para ello (Figura 1a) y se
realizaron ecografias testiculares con un equipo B-mode (Wed9618V, Welld,
Guangdong, China) con un transductor lineal de 7,5 MHz, conectado a un
dispositivo para obtencion de las imagenes en formato digital (Ungerfeld y Fila,
2011). Cada testiculo fue escaneado separadamente en plano longitudinal al
mediastino. En cada imagen se analizaron 4 areas circulares de igual diametro
(Figura 1b), seleccionadas al azar, dos por encima y dos por debajo del
mediastino. En cada imagen se obtuvo un valor promedio de la intensidad de
pixeles (IP), es decir su ecogenicidad (en una escala de grises de imagen que
varia entre 0 y 255, donde el O esta representado por negro y el 255 esta
representado por blanco), mediante un software de procesamiento de imagen
digital (software libre Image J, version 1.34s). Las imagenes mas oscuras
indican menor ecogenicidad y menor parénquima testicular y mayor cantidad
de fluido testicular, y las mas claras indican mayor ecogenicidad y mayor

parénquima testicular y menor cantidad de fluido testicular.

Figural. La imagen de la izquierda corresponde a una medicion de la
circunferencia escrotal (a) y la imagen de la derecha corresponde a una
ecografia testicular, con cuatro areas circulares de analisis de la imagen (b).

20



3.5 Coleccién y evaluacion seminal

El semen se extrajo 1 vez en noviembre, 3 veces en diciembre, con un
intervalo de 10 dias y luego mensual hasta el mes de marzo, utilizando un
electroeyaculador (Fuhijira Industry, Tokyo, Japon; equipado con un vastago de
30 x 1,5 cm con 4 electrodos circulares de 1 cm de ancho), aplicando un
estimulo cada 3 s (intensidad de 5 V) separados por periodos de igual

duracion.

En cada momento de coleccién seminal se realizé un registro de todos

los animales a los que se les pudo colectar semen.

Se evalud el semen fresco y se determiné: volumen (pL), motilidad
esperméatica de masa (MM, escala de 0 a 5) y motilidad espermética individual
(MI, %). Luego se fij6 una alicuota de semen fresco en formol citrato y se
determind la concentracion espermatica (espermatozoides/mL) y el porcentaje

de espermatozoides con morfologia normal.

3.6 Analisis estadistico

Todas las variables se compararon mediante ANOVA para medidas
repetidas, considerando como efectos principales el grupo, el tiempo, y la

interaccion entre grupo y tiempo.

En el modelo se incluyé como co-variable los valores iniciales (promedio
de tres muestreos semanales previos al inicio del tratamiento) en la intensidad
de pixeles, motilidad espermética de masa, motilidad espermatica individual,
concentracion espermatica, asi como también en el porcentaje de

espermatozoides normales en el eyaculado.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas testiculares

4.1.1 Circunferencia escrotal

La CE no fue diferente entre grupos pero varido durante el tratamiento
(P= 0,004): la menor CE se observo en febrero (P< 0,0001) en comparacion
con el resto del afio. También se observd una interaccidén entre grupo y tiempo
(P=0,007): desde enero a marzo, el GC tuvo mayor CE que el GV y GI. No se
encontraron diferencias significativas en la CE entre GV y Gl en ningun tiempo
(Figura 2).
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Figura 2. Circunferencia escrotal (cm) en chivos tratados con vacuna anti-
GnRH (GV, --e--, n=8), chivos tratados con implante de agonista de GnRH (Gl,
--m--, n=8) y chivos no tratados (GC, --A--, n=9). Diferentes letras indican
diferencias en el tiempo independientes de los tratamientos. Diferencias
significativas entre grupos para un mismo tiempo se indican como: A: GC vs
GVy* GCvsGl.
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4.1.2 Ecogenicidad testicular

La IP fue mayor en el GC (131,5 + 2,5) que enel GV (115+19) y
gue en el GI (112 = 1,5) (P< 0,0001 en ambos casos). La IP varié durante el
tratamiento (P= 0,0003): fue menor a finales de diciembre y en febrero. Se
observo interaccion entre grupo y tiempo (P= 0,02): a principio y a finales de
diciembre y febrero el GC tuvo mayor IP que el GV y en todos los meses el
GC tuvo mayor IP que el Gl. Al inicio de diciembre el GC tuvo mayor IP que
el GV (P< 0,0001) y el GI (P< 0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. Intensidad de pixeles en imagenes de ecografias testiculares en
chivos tratados con vacuna anti-GnRH (GV, --e--, n=8), chivos tratados con
implante de agonista de GnRH (GlI, --m--, n=8) y chivos no tratados (GC, --A--,
n=9). Diferencias significativas durante el tratamiento se indican con letras
diferentes. Diferencias significativas entre grupos para un mismo tiempo se
indican como: A: GCvs GV y *: GC vs GlI.
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4.2 Caracteristicas seminales

4.2.1 Concentracion espermética

La concentracion espermatica fue diferente entre los tres grupos: GV
(187 x 10° + 222 x 10° espermatozoides / mL) GI (105 x 108 + 227 x 10°
espermatozoides / mL) y GC (200 x 108 + 196 x 10° espermatozoides / mL) (P<
0,0001). La concentracién espermatica no varié durante el tratamiento y no se

observo interaccidn entre grupo y tiempo (Figura 4).
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Figura 4. La concentracién espermatica en chivos tratados con vacuna anti-
GnRH (GV, --e--, n=8), chivos tratados con implante de agonista de GnRH (Gl,
--m--, N=8) y chivos no tratados (GC, --A--, n=9).
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4.2.2 Motilidad espermatica de masa

La MM fue diferente entre los tres grupos GC (3,3 £ 0,2), GV (2,2 + 0,2)
y Gl (1,7 £ 0,2) (P< 0,0001). La MM no varié durante el tratamiento y no se
observo interaccién entre grupo y tiempo (Figura 5).

Motilidad espermatica de masa

Figura 5. Motilidad esperméatica de masa en chivos tratados con vacuna anti-
GnRH (GV, --e--, n=8), chivos tratados con implante de agonista de GnRH (Gl,
--m--, N=8) y chivos no tratados (GC, --A--, n=9).
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4.2.3 Motilidad espermatica individual

La MI fue mayor en el GC (64,7 = 2,8 %) que en el GV (51,3 + 3,1 %) y
en el Gl (51,9 £ 3,1 %) (P< 0,0001). La motilidad espermatica individual no
vario durante el tratamiento y no se observo interaccion entre grupo y tiempo
(Figura 6).

~J
o o
] ]

o
]

P IS e Ry o)
o ol
| |

(@)
]

Motilidad espermatica
individual (%)

W A
o o
] ]

W
o

Dic Dic Dic Ene Feb Mar

Figura 6. Motilidad individual en chivos tratados con vacuna anti-GnRH (GV, --
e--, n=8), chivos tratados con implante de agonista de GnRH (GlI, --m--, n=8) y
chivos no tratados (GC, --A--, n=9).
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4.2.4 Espermatozoides normales

El porcentaje de espermatozoides normales fue diferente entre los tres
grupos GV (54,7 + 2,5), Gl (54,4 + 2,6) y GC (71,5 = 2,3) (P< 0,0001) y varid
durante el tratamiento (P< 0,0001): siendo menor en marzo que el resto del
afio. Se observo interaccion entre grupo y tiempo (P= 0,0007): a mediados de
diciembre el GI tuvo menor porcentaje de espermatozoides que el GV y GC. En
marzo el GC tuvo mayor porcentaje de espermatozoides normales (60,9 £ 6,02,
P< 0,0001) que el GV (18,5 £ 6,4, P=0,005) y GI (20,3 + 6,9, P= 0,004) (Figura
7).
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Figura 7. Espermatozoides normales (%) durante el experimento de chivos
tratados con vacuna anti-GnRH (GV, --e--, n=8), chivos tratados con implante
de agonista de GnRH (GlI, --m--, n=8) y chivos no tratados (GC, --A--, n=9).
Diferencias significativas a lo largo del tiempo se indican con letras diferentes.
Diferencias significativas entre grupos para un mismo tiempo se indican como:
A:GCvs GV;*: GCvs Gl y o: Gl vs GV.
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4.3 Cantidad de animales a los que se les pudo colectar semen
En el GV y en el GC se les pudo colectar semen a todos los animales en

todos los tiempos, mientras que en Gl solamente a 3 animales en diferentes

momentos del trabajo experimental no se les pudo colectar semen.
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5. DISCUSION

En este experimento se pudo demostrar que el uso crénico de un
agonista de GnRH y la inmunoneutralizacion de GnRH afectaron
negativamente las caracteristicas testiculares y seminales, con una eficacia

similar durante el periodo experimental.

Aunque no se observaron diferencias en la duracion de los efectos de
ambos tratamientos se podria especular con que los efectos de la
inmunoneutralizaciéon contra GnRH podrian tener una menor duracion, ya que
su eficacia depende del mantenimiento de la produccion de los anticuerpos (ver
revision: Purswell y Kolster, 2006). Sin embargo, la eficacia del uso cronico de
un agonista de GnRH depende directamente de su accion sobre la hipdfisis
(ver revision: Padula, 2005), por lo que esta podria ser mas duradera que la de
la inmunoneutralizacidon contra la GnRH. Debido a que el trabajo experimental
se realizé hasta el final de la estacion reproductiva (marzo), el tiempo podria
haber sido insuficiente para evidenciar posibles diferencias en la duracién de

los efectos de los tratamientos.

La disminucibn en la calidad espermatica observada en ambos
tratamientos probablemente se deba a que la GnRH no es capaz de alcanzar la
hipofisis, ya sea por su desensibilizacion (agonista de GnRH), o por bloqueo de
GnRH por anticuerpos (inmunoneutralizacion), generando asi una insuficiente
liberacion de las gonadotrofinas LH y FSH. La FSH es fundamental para que
las células de Sertoli funcionen correctamente y promuevan la diferenciaciéon de
espermatidas en espermatozoides (Griswold, 1998). Ademas, una insuficiente
estimulaciéon a las células de Sertoli por parte de la FSH también lleva a una
disminucién cualitativa del epitelio germinal de los tabulos seminiferos, lugar
donde se lleva a cabo la espermatogénesis (Mehl et al., 2016), obteniendo asi
una disminucién de la concentracion espermatica y en el porcentaje de
espermatozoides normales. Bustamante y Dustacheu (1991) demostraron que
el tamafio testicular se relaciona positivamente con la produccion total de
espermatozoides. Por lo tanto, la menor produccién de espermatozoides asi
como la disminucion en el diametro de los tubulos seminiferos observada en

los animales tratados en comparacion con el grupo control, podria vincularse
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con una disminucion en el tamafio testicular y a su vez con una disminucion en

la circunferencia escrotal.

Aunque en este trabajo no fue posible medir la concentracion de
testosterona, hay que tener en cuenta que una insuficiente liberacion de LH y
FSH produce una disminucion de su secrecion. La testosterona es la principal
hormona secretada por los testiculos, su secrecion estd bajo control de la LH
ya que ésta estimula a las células de Leydig a producirla (Griswold y McLean,
2006). Por otro lado la FSH estimula a las células de Sertoli a producir proteina
ligadora de andrégenos, que mantiene alta las concentraciones de testosterona
que existen en los tdbulos seminiferos (Bielli, 2002). Tanto la
inmunoneutralizacion de GnRH como el uso crénico de un agonista de GnRH
conducen a la disminucion de la secrecion de LH (Fraser y Gunn, 1973; Becker
y Katz, 1993) y por lo tanto de testosterona. Por lo tanto, la disminucién en la
concentracion de espermatozoides y del porcentaje de espermatozoides
motiles y normales en los animales tratados puede estar asociado a una

posible disminucion en la concentracion de testosterona.

Si bien no se evalud6 la composicién del plasma seminal, la variacion de
sus componentes bioquimicos podria afectar negativamente la morfologia y la
motilidad espermatica, la reaccién acrosomal y la fertilidad (Mann y Lutwak-
Mann, 1981). Ya que se ha demostrado que sus componentes tienen diversas
funciones entre las que se encuentran la de proveer energia a los
espermatozoides (Soengas et al., 1993), estabilizar el balance osmotico y
estimular la esteroidogénesis en las células de Leydig (Henricks, 1991), se
podria asumir que la disminuciéon en la motilidad espermatica de masa, la
motilidad espermética individual y del porcentaje de espermatozoides normales
pueda deberse a cambios en la composicion del plasma seminal. Por lo tanto,
la administracion cronica de un agonista de GnRH, asi como la
inmunoneutralizacion de GnRH podrian afectar negativamente al plasma
seminal, generando un medio poco favorable para la motilidad de los
espermatozoides y posiblemente también para la viabilidad espermatica.
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La disminucion de la ecogenicidad testicular observada en los chivos
tratados podria relacionarse con una disminucion en la proporcion de
parénquima testicular con respecto a la cantidad de fluido testicular. Por lo
tanto es posible especular con que la menor ecogenicidad testicular se
relacione con una disminucion en el diametro y la luz de los tubulos seminiferos
(Chandolia et al., 1997) y por lo tanto con una menor concentracion de
espermatozoides (Brito et al., 2012).

El trabajo experimental se inici6 en noviembre, al inicio de la estacion
reproductiva de los chivos Gabdn (Giriboni, 2014). Durante este periodo
(noviembre-abril), las caracteristicas reproductivas evaluadas deberian
comenzar a presentar valores maximos, siguiendo un patrén estacional normal
como se observa en los animales no tratados. Sin embargo, en los animales
tratados no solo las caracteristicas seminales y testiculares evaluadas no se
encontraron en valores cercanos al maximo, sSino que se encontraron en
valores mucho menores que los esperados para ese momento del afio, como
respuesta a los tratamientos aplicados. Por lo tanto, y teniendo en cuenta
ademas que este es el primer trabajo que compara el uso cronico de un
agonista de GnRH con la inmunoneutralizacién de GnRH en rumiantes, seria
interesante evaluar el efecto de los mismos tratamientos en otros momentos
del afio. Por ejemplo, una vez comenzada la estacién reproductiva, para asi
poder evaluar la eficacia de estos tratamientos cuando las caracteristicas

reproductivas ya se encuentran en sus valores maximos.

En sintesis, tanto el uso crénico de un agonista de GnRH como la
inmunoneutralizacion de GnRH tuvieron la misma eficacia en cuanto a la
magnitud y duracién de los efectos. Ambos tratamientos provocaron una
disminucién de la calidad seminal y de las caracteristicas testiculares en los
chivos tratados. Esto probablemente pueda atribuirse a una insuficiente
liberacibn de LH y FSH debido a que la GnRH no alcanzaria la hipofisis,

afectando asi el proceso neuroendocrino de la reproduccion.
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6. CONCLUSIONES

e Tanto el uso crénico de un agonista de GnRH como la
inmunoneutralizacion de GnRH produjeron una disminucion de la calidad

seminal y de las caracteristicas testiculares evaluadas.
e Tanto el uso crénico de un agonista de GnhRH como la

inmunoneutralizacion de GnRH lograron una eficacia y duracion de los

efectos similares hasta el final de la estacion reproductiva.
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