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RESUMEN

Existen diversas formas de afectar negativamente la actividad reproductiva actuando
sobre el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal. El objetivo de esta Tesis fue determinar
como el uso crénico de un agonista de GnRH (administrado mediante implante de
deslorelina) o la inmunoneutralizacion de la GnRH (a través de una vacuna
anti-GnRH) afectan la actividad reproductiva de chivos adultos. Se utilizaron 23
chivos adultos de raza Gaboén, a los que se separé en tres grupos: chivos tratados
con un implante de deslorelina (grupo Gl, n=7), chivos inmunoneutralizados contra
GnRH (grupo GV, n=7) y chivos no tratados (grupo GC, n= 9). Durante un periodo
de 13 meses, mensualmente se les midio la circunferencia escrotal (CE), se les
realizé una ecografia testicular para comparar la cantidad de fluido testicular, y se
les extrajo sangre para medir la concentracion de testosterona. Ademas, se
colectaron muestras de semen en las cuales se analiz6: la motilidad masal (MM) y el
porcentaje y la cantidad total de espermatozoides con: motilidad progresiva,
morfologia normal y membrana funcional. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA para medidas repetidas considerando como efectos principales el grupo, el
tiempo y la interacciéon entre grupo y tiempo. La CE fue mayor en el GV que en el
GC (P=0,009) y que en el Gl (P= 0,04), sin diferencias entre el GC y el GV. La
intensidad del color de los pixeles y la concentraciéon de testosterona se mantuvieron
deprimidas en el Gl y se vieron estimuladas en el GV sobre los Ultimos tres meses
del experimento. La MM fue mayor en el GC que en el GV (P=0,001) y que en el GI
(P= 0,0001). El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva fue mayor
en el GC que en el GV (P= 0,0009) y que en el Gl (P= 0,0003). El porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal fue mayor en el GC que en el GV (P=
0,001) y este a su vez que en el Gl (P< 0,0001). El total de espermatozoides con
membrana funcional fue mayor en el GV que en el GC (P=0,01) y que en el Gl (P=
0,01). Se concluy6 que el uso crénico de un agonista de GnRH y la
inmunoneutralizacién de la GnRH afectaron negativamente la actividad reproductiva
en los chivos adultos, pero el uso crénico de un agonista de GnRH produjo efectos
negativos de mayor magnitud y de mayor duracién que la inmunoneutralizacién de la
GnRH.



SUMMARY

There are several ways to negatively affect the reproductive activity by acting on the
hypothalamus-pituitary-gonadal axis. In this thesis, the aim was to determine how the
chronic use of a GnRH agonist (administered by deslorelin implant) or
immunoneutralization against GnRH (through an anti-GnRH vaccine) affects the
reproductive activity of adult bucks.We used 23 adult Gabon bucks separated into
three groups: bucks treated with a deslorelin implant (group GI, n = 7), goats
immunoneutralized against GnRH (group GV, n = 7) and untreated goats (group GC,
n = 9). Over a period of 13 months, the scrotal circumference (SC) was measured
monthly, a testicular ultrasound was performed to compare the amount of testicular
fluid, and blood samples were obtained to measure testosterone concentration. In
addition, semen samples were collected, and mass motility (MM) and the percentage
and total amount of sperm with progressive motility, normal morphology and
functional membrane were analyzed. Data was compared using ANOVA for repeated
measures considering the group, the time and the interaction between group and
time as main effects. The SC was greater in the GV than in the GC (P = 0.009) and
in the Gl (P = 0.04), without differences between the GC and the GV. Pixel color
intensity and testosterone concentration remained depressed in the Gl and were
stimulated in the GV over the last three months of the experiment. The MM was
higher in GC than in GV (P = 0.001) and in Gl (P = 0.0001). The percentage of
sperm with progressive motility was higher in GC than in GV (P= 0.0009) and than Gl
(P= 0.0003). The percentage of sperm with normal morphology was higher in the GC
than in the VG (P = 0.001) and this in turn than in the Gl (P <0.0001). The total
sperm with functional membrane was higher in GV than in GC (P = 0.01) and in GI (P
= 0.01). It was concluded that the chronic use of a GnRH analogue and the
immunoneutralization against GnRH negatively affected reproductive activity in aduit
bucks, but the chronic use of a GnRH agonist produced negative effects of greater
magnitude and longer duration on the reproductive activity of bucks that

immunoneutralization of GnRH.



1. INTRODUCCION

1.1. Regulacion neuroendocrina sobre la actividad reproductiva

La actividad reproductiva estda regulada principaimente por el eje
hipotalamo-hipéfiso-gonadal (HHG) a través de la secrecion de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) (Somoza, 2002). La GnRH es producida en los
cuerpos celulares de las neuronas hipotalamicas y es transportada por medio del
flujo axonal a los botones terminales que hacen sinapsis en los vasos del plexo
capilar primario dentro de la eminencia media. Esta sangre luego viaja a través del
sistema portahipofisario a los plexos capilares sinusoidales (secundarios) dentro de
la adenohipdfisis, donde una parte de la GnRH abandona los capilares y, por lo
tanto, queda disponible para unirse a sus células blanco hipofisarias, las
gonadotrofas (Thompson, 2000). La kisspeptina es un neuropéptido hipotalamico
fundamental del eje HHG (Smith et al., 2014) dado que estimula la secrecién de
GnRH (Alvarado et al., 2015). La actividad de las neuronas que secretan GnRH es
intermitente y como consecuencia, la secrecion de la GnRH en la vasculatura portal
es pulsatii (Adams, 2005) y cuando llega a una concentraciéon umbral en la
adenochipdfisis, se liberan las gonadotrofinas LH y FSH. La concentracion plasmatica
de la LH aparece también en forma pulsatil en la sangre periférica, la cual esta
siempre relacionada con los pulsos de la GnRH. En cambio, la concentracién media
de la FSH en la sangre periférica casi no varia, lo que se explica porque presenta

una larga vida media (Bielli, 2002).

1.2. Estacionalidad reproductiva

La estacionalidad reproductiva es un mecanismo de adaptacién que han
desarrollado algunos mamiferos como estrategia para minimizar los impactos
negativos ambientales (temperatura, humedad y disponibilidad de alimento) en la
supervivencia de las crias (Lincoln y Short, 1980; Karsch et al., 1984; Malpaux et al.,
1996). De esta manera, los periodos de mayor demanda energética de los animales,

como el ultimo tercio de gestacion, el parto, la lactancia y el destete, ocurriran
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durante la temporada mas favorable, que es generalmente cuando los recursos
naturales necesarios para cubrir estas altas demandas energéticas son mas
abundantes (Favre et al., 2013; Goldman, 1999).

En Uruguay las cabras de la raza Gabon no presentan una estacionalidad
reproductiva muy marcada, presentando un aumento en la actividad reproductiva en
los meses de noviembre a abril (Giriboni, 2014). En cuanto a los machos, se observa
una variacion importante en el comportamientc y en la espermatogénesis
(Chemineau et al., 1988). La disminucion de la actividad espermatogénica en los
meses de otono-invierno provoca disminucion del tamano testicular, y en la actividad
de las glandulas accesorias. La concentracion de testosterona sérica también varia
a lo largo del afo, alcanzando niveles maximos desde comienzos del otofio hasta

finales de primavera (Favre et al., 2013).

El inicio y la duracién de la estacion reproductiva depende de diferentes factores
ambientales y fisiolégicos como la latitud y el clima, la disponibilidad de alimento, la
raza, la presencia de individuos del mismo sexo o del opuesto, los sistemas de
reproduccion y sobre todo del fotoperiodo (Fatet et al., 2011). El principal factor
ambiental que afecta a la estacionalidad reproductiva en pequefios rumiantes es la
duracion del dia (Fatet et al., 2011; Favre et al., 2013). La glandula pineal y su
producto de secrecién, la melatonina, estan estrechamente relacionados con el
fotoperiodo (Fatet et al., 2011; Favre et al., 2013; Goldman, 1999). A nivel ocular, la
cantidad de horas luz es percibida con la consiguiente secrecién de melatonina en
las horas de ausencia luminica, regulando asi la secrecién pulsatil de GnRH desde
el hipotalamo (Fatet et al., 2011; Favre et al., 2013). Una de las consecuencias de
estas variaciones en la secrecion de GnRH es que dara lugar a un aumento en la
secrecion de LH y FSH (Favre et al., 2013). La funcién de estas gonadotrofinas es
mantener tanto la espermatogénesis como la esteroidogénesis en los testiculos
(Young y Nelson, 2001).

1.3. Modulacién sobre la reproduccion de la GnRH

11



Cuando se comenzaron a utilizar los analogos de GnRH, se observé que tuvieron un
éxito limitado en el tratamiento de la infertilidad (Rippel y Johnson, 1976; Hsueh y
Erickson, 1979). Mas adelante, se observdo que era mas (til en protocolos de
sincronizaciéon de celos y como método anticonceptivo, entre otros usos. Mediante la
manipulacion de la GnRH, es posible interferir en la fertilidad de las siguientes
maneras: mediante el uso de los agonistas de GnRH se pueden ejercer efectos
inhibidores cuando se administran crénicamente; y se puede evitar que la GnRH
llegue a sus receptores hipofisarios mediante la neutralizacién de la misma en la

sangre portal hipofisaria por medio de anticuerpos (Fraser, 1982).

1.3.1. Agonistas de GnRH

Existe una interaccién entre la potencia del agonista, la dosis y la duracién del
tratamiento que determinan en gran medida si se inducen efectos pro o anti-fertilidad
(Lincoln, 1986). La GnRH y sus analogos son utilizados frecuentemente en los
sistemas de produccion de los animales domésticos, ya sea para modular la
fertilidad, el comportamiento y la productividad de los animales (Adams, 2005).

Los agonistas de GnRH, inicialmente, provocan un incremento en la liberacion de LH
y FSH desde la hipdfisis y un aumento en el nimero de receptores de GnRH en la
misma (Moraga et al., 2003). La exposicién sostenida de gonadotrofos hipofisarios a
alta concentracién de GnRH enddgena o exdgena reduce la respuesta de las células
a la estimulacién posterior con GnRH, disminuyendo el nimero de sitios de union de
ésta a su receptor. Este proceso, denominado desensibilizacion homologa, conduce
a la supresion de la secrecion de gonadotrofinas y es el mecanismo principal de la
accion sostenida del agonista de la GnRH. Esta desensibilizacion puede ser
mantenida a largo plazo (Ortmann et al., 2002).

Estos agonistas se unen al receptor de GnRH con alta afinidad e imitan la respuesta
celular inducida por la propia GnRH. Esta respuesta conducira a un aumento de la
sintesis, la secrecion de LH y FSH (efecto flare up), la internalizacién acelerada y la
posterior degradacion del receptor de GnRH. En el momento en que se administra

GnRH de una forma continua o un agonista de vida larga, se inhibe la sintesis y
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secrecion de LH y FSH ya que al haber un aumento de esta GnRH sin un aumento
compensatorio de la sintesis de sus receptores, se acelera el proceso de
internalizacién y degradacion de los mismos (Adams, 2005).

Existe comercialmente, un superagonista con una potencia tal vez 100 veces mayor
que la de la GnRH endégena, el acetato de deslorelina (Lincoln, 1986). Este
agonista de GnRH, se administra a una dosis baja y continua, inhibiendo la funcién
del eje HHG, lo que provoca una incapacidad en los animales tratados para
sintetizar y/o liberar FSH y LH. Esta dosis baja y continua reduce la funcionalidad de
los érganos reproductores masculinos, la libido y la espermatogénesis y disminuye
los niveles séricos de testosterona, a partir de las 4-6 semanas de la implantacion.
Enseguida de la implantacién, se produce un aumento transitorio de corta duracién,
de unas 4 semanas, en el nivel sérico de testosterona. Se ha demostrado que el
efecto farmacoldgico persiste en la circulacién durante al menos seis meses tras la
administracién del medicamento (Anexo | a). Esta droga se utiliza en perros y
hurones con el fin de inducir esterilidad transitoria. No hay datos reportados de su

utilizacién en chivos.

1.3.2. Inhibicion de la accion de la GnRH por anticuerpos

Una de las maneras de evitar que la GnRH llegue a sus receptores hipofisarios es
mediante la neutralizacién de la misma por medio de anticuerpos (Fraser, 1982). La
corta distancia y el tiempo que la GnRH viaja en estos vasos es donde es vulnerable
al ataque de los anticuerpos. Si hay suficientes anticuerpos especificos en la sangre
en circulaciéon que entra en la eminencia media, entonces practicamente toda la
GnRH secretada en el plexo primario esta estrechamente unida al anticuerpo. La
unién al anticuerpo neutraliza la GnRH ya sea evitando que se difunda a través de
las paredes capilares debido al tamafio del complejo o al enmascarar el sitio de
unién del receptor en ia molécula de GnRH (Thompson, 2000). Una inyeccién
intravenosa de un anticuerpo de alta afinidad de alto titulo para GnRH es
probablemente la forma mas efectiva y claramente definida de inducir la inhibicion

selectiva inmediata de GnRH (Fraser, 1980) .
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Existe una variacion individual importante ante una inmunoneutralizacién activa
existiendo respuestas variables en el sistema inmune de cada animal (Fraser, 1980),
pudiendo diferir entre especies, razas y entre individuos de la misma raza (Aponte,
2017). A los 2 o 3 meses siguientes a la inmunoneutralizacion, algunos animales
presentaran altos titulos de anticuerpos que se mantendran durante varios meses,
mientras que otros animales tendran estos titulos con un periodo de vida corto y de
baja produccion (Fraser, 1980). Los animales que tengan una mayor respuesta
inmune, tendran niveles de gonadotrofinas no detectables o bajos en la sangre con
una reduccién de la secrecion de testosterona y la involucion de los testiculos
(Fraser, 1980; Turkstra, 2006) por un periodo prolongado. Por otro lado, los
animales con pobre respuesta inmune mostraran un efecto menos marcado con
respecto a los niveles hormonales y la funcion testicular. Esta variabilidad puede
reducirse mediante inmunotralizaciones de refuerzo, de modo que todos los
animales puedan alcanzar los titulos necesarios de anticuerpos para lograr una
inhibicién exitosa de GnRH (Fraser, 1980).

Existe en el mercado un conjugado de proteina analogo sintético de la GnRH que
produce supresion inmunolégica de la funcion testicular temporal. Como muchas
otras vacunas, es necesario un curso completo de inmunoneutralizacion que
consiste en una dosis inicial seguida de una segunda dosis a las 4 semanas. La
dosis inicial prepara las células de memoria inmunolégica del animal pero no
estimula los titulos efectivos de anticuerpos anti-GnRH. La segunda dosis, produce
altos titulos de anticuerpos especificos anti-GnRH. Estos anticuerpos se unen y
neutralizan a la GnRH enddgena, lo que detiene temporaimente la estimulacion de la
hipdfisis llevando a una disminucién en los niveles de FSH y LH, inhibiendo la
funcion testicular (Anexo | b). Esta droga es de uso en cerdos para control del olor

sexual antes del sacrificio. No esta probada para el uso en chivos.

1.4. Ventajas del uso de la esterilizacion quimica reversible en relacion a la

esterilizacion quirurgica

En los animales de produccién, como es el caso de los cerdos, una de las ventajas

que la esterilizacién quimica presenta frente a la quirlrgica es que afecta menos la
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calidad de la carcasa y genera menores costos de alimentacion, ya que la
conversion de alimento es mas eficiente (Turkstra, 2006). Otra de las ventajas de la
esterilizacion quimica es que este método es mas sencillo, no doloroso, aplicable a
mamiferos de ambos sexos y reversible con el tiempo en animales prepuberes y
adultos. Ademas, es aplicable para prevenir la prefiez en terneras y vacas en el
periodo previo al sacrificio, para evitar la aparicion del olor caracteristico que
presenta la carne de cerdo y para suprimir la actividad ovarica y la conducta sexual
durante la época reproductiva en las yeguas (Basulto et al., 2003). Por otro lado, en
muchas especies, como es el caso de los chivos, existen individuos dominantes y
subordinados. Si se agrupan chivos desconocidos, existira agresividad que afectara
el bienestar, la salud y la produccién, debido a que pelearan por sus posiciones de
dominancia. Esta reorganizacién de las jerarquias sociales es estresante, por lo que
habra aumento en la secrecién de cortisol (Sanchez-Davila et al., 2018). La
esterilizacion quimica ofrece una solucién frente a estos problemas de agresividad,
sin que sea un método de esterilizaciéon permanente.

En este trabajo, la administracion de deslorelina y del conjugado de proteina
analogo sintético del GnRH, son los tratamientos que se utilizaron. Estos inhiben la
secrecion de GnRH y por lo tanto de LH y FSH, lo que afectara negativamente a la
espermatogénesis. Por lo tanto, es esperable que los siguientes parametros se
afecten negativamente: circunferencia escrotal, cantidad de fluido testicular,
concentraciéon de testosterona, motilidad masal, y cantidad total de espermatozoides
con motilidad progresiva, con morfologia normal, y con membrana funcional.

Hasta el momento no hay datos reportados de como afectan estas dos drogas a los
chivos adultos, siendo una especie que presenta un gran crecimiento poblacional en

el pais y en el mundo.




2. HIPOTESIS

La administracion de desiorelina y del conjugado de proteina analogo sintético de la

GnRH causan esterilidad reversible en chivos adultos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto de la inhibicion de la GnRH mediante la administracién crénica
de un agonista de GnRH y la inmunoneutralizaciéon por anticuerpos de la GnRH

sobre la actividad reproductiva en chivos adultos.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los efectos de la inhibicion de la GnRH mediante la administracion
cronica de un agonista de GnRH y la inmunoneutralizacion de la GnRH por
anticuerpos sobre los siguientes parametros:

- circunferencia escrotal

- cantidad de fluido testicular

- concentracién de testosterona

- caracteristicas seminales (motilidad masal, total de espermatozoides con motilidad
progresiva, porcentaje de espermatozoides con morfologia normal y total de

espermatozoides con membrana funcional)
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Animales, manejo y tratamientos

Se utilizaron 23 chivos de raza Gabon de entre 5 y 7 afos, los cuales fueron
alimentados con alfalfa cubriendo los requerimientos nutricionales y agua ad libitum.
Parte de ellos permanecieron en el Campo Experimental N°2 de la Facultad de
Veterinaria, Libertad, San José y la otra parte en las instalaciones de Fisiologia de la
Facultad de Veterinaria, Montevideo. A los animales se los separo en 3 grupos; a
uno de los grupos se los tratd con un implante subcutaneo de un agonista de GnRH
conteniendo 4,7 mg de acetato de deslorelina (Virbac, Barcelona, Espafa) (Gl, n=
7), el otro grupo fué inoculados con una vacuna anti-GnRH (300 ug de un analogo
incompleto de GnRH diluido en 2 mL s/c, Improvac, Zoetis, Montevideo, Uruguay;
booster a las 4 semanas) (GV, n= 7). Los restantes chivos fueron el grupo control
(GC, n=9), alos cuales no se les administrd ningun tratamiento. Los procedimientos
mencionados fueron aprobados por la Comisién de Etica en el Uso de Animales
(CEUA) de la Facultad de Veterinaria. Se aplicaron los tratamientos al inicio de la
estacion reproductiva. A partir del cuarto mes de aplicados y durante 13 meses se
realizaron muestreos mensuales de variables testiculares, concentracion de

testosterona y variables seminales.

4.2, Circunferencia escrotal y fluido testicular

La circunferencia escrotal (CE) se midio utilizando un escrotimetro 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
obtencién de las imagenes en formato digital (Ungerfeld y Fila, 2011). Se analizé la
intensidad del color de los pixeles de las imagenes en una escala de grises que
varia entre 0 y 255 (0 = negro; 255 = blanco) utilizando un software apropiado

(ImageProplus 3.01, Media Cybernetics, Los Angeles, EEUU).

4.3. Concentracion de testosterona
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Las muestras sanguineas fueron obtenidas en horario matutino, por venopuncion
yugular, y posteriormente fueron centrifugadas para la obtencion de suero. La
concentracion de testosterona se determind a través de la técnica de
radioinmunoanalisis utilizando un kit comercial de fase sélida (TESTO-CTZ2,
CisbioBioassays, Codolet, France), que se realizé en el Laboratorio de Técnicas

Nucleares de la Facultad de Veterinaria, Montevideo.

4.4. Coleccion de semen y evaluacion de caracteristicas seminales

El semen se colecté mediante un electroeyaculador (Fuhijira Industry, Tokyo, Japon)
que cuenta con un vastago de 30 x 1,5 cm con 4 electrodos circulares de 1 cm de
ancho. Previo a la coleccion del semen, se extrajo manualmente la materia fecal del
recto para un mejor contacto del vastago con la mucosa rectal. Se introdujo el
vastago en el recto y se aplicaron estimulos eléctricos y crecientes en intensidad. Se
inicio con una serie de 2 pulsos de 3 V cada 5 s y luego se fue incrementando la
frecuencia y la intensidad hasta alcanzar pulsos de 5§ V cada 3 s hasta la
eyaculacién. El pene se ubico dentro de una copa de vidrio previamente mantenida
a 37 °C para obtener el eyaculado. Luego de colectada la muestra, el semen se
analiz6 segun Giriboni et al. (2019). Brevemente, , el semen fresco se evalué en un
microscopio de luz con contraste de fase con una platina térmica a 37 °C. En primer
lugar, se evaluo la motilidad masal (MM), que se valord en una escala subjetiva de 0
a 5 (siendo 0 cuando no se observé ningin movimiento y 5 cuando se observaron
ondas amplias y rapidas). Luego se tomé una alicuota de semen y se diluyé en
leche descremada UHT para determinar el porcentaje de espermatozoides con
motilidad individual progresiva. Luego se fijé una alicuota de semen fresco en formol
citrato que se refriger6 para una posterior evaluaciéon del porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal y se determind la concentracion
espermatica. Otra alicuota de semen fue colocada en un medio hipoosmético para
evaluar la integridad funcional de la membrana del espermatozoide (HOST). Luego
se determiné el volumen del eyaculado y se calculé la cantidad total de

espermatozoides, la cantidad total de espermatozoides motiles progresivos, con
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morfologia normal, también se determiné el porcentaje y la cantidad total de

espermatozoides con membrana funcional.

4.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron comparados mediante ANOVA para medidas repetidas
mediante el programa estadistico SAS (Statistical Analysis Software, University

Edition) considerandose como efectos principales el grupo, el tiempo y la interaccién

entre grupo y tiempo. Los datos se expresan como media £ error estandar.
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5. RESULTADOS

5.1. Circunferencia escrotal

La CE fue menor en el Gl (19,6 + 0,4 cm) que en el GC (20,8 £ 0,3 cm, P=0,04) y
que en el GV (21,3 £ 0,4 cm, P= 0,009); no se observaron diferencias entre el GC y
el GV. Se observé una interaccion entre grupo y tiempo (P< 0,0001). En el mes 4
después del tratamiento, la circunferencia escrotal fue mayor en el GC (21,6 £ 0,5
cm) que en el Gl (19,6 £ 0,6 cm, P=0,02). En los meses 10, 15, 16 y 17 después del
tratamiento, la circunferencia escrotal fue mayor en el GV (21,8 £ 0,6 cm; 22,8 £ 0,7
cm; 228+ 07cm,y 222+ 0,7 cm) que en el GC (21,3 £ 0,5 cm, P=0,003; 21,3 ¢
0,5 cm, P= 0,0003, 21,2 + 0,6 cm, P= 0,0004;, y 222 + 0,6 cm, P= 0,05,
respectivamente) y que en el Gl (19,0 £ 0,6 cm, P= 0,007; 19,4 £ 0,7 cm, P= 0,03,
19,51+ 0,7 cm, P=0,04;y 20,3 £ 0,7 cm, P= 0,03, respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1. Circunferencia escrotal de chivos adultos tratados con uso crénico de un

agonista de GnRH (— A —, n= 7) o inmunoneutralizacién de GnRH (- L-, n= Ny
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chivos control (—o—, n=9). El asterisco (*) indica diferencias entre grupos para un

mismo tiempo. *P< 0,05. **P< 0,01.

5.2. Ecografia testicular

La intensidad del color de los pixeles no fue diferente entre grupos. Se observé una
interaccion entre grupo y tiempo (P< 0,0001). En el mes 7 después del tratamiento,
la intensidad de pixeles fue mayor en el GV (132,1 £ 4,4) que en el Gl (126,6 + 4,4,
P< 0,0001) y que en el GC (105,8 + 4,1, P= 0,0007); no se observaron diferencias
entre el Gl y el GV. En el mes 9 después del tratamiento, la intensidad de pixeles fue
mayor en el GC (127,1 £ 4,4) que en el Gl (113,3 £ 4,7, P=0,03); no se observaron
diferencias entre los demas grupos. En el mes 17 después del tratamiento, la
intensidad de pixeles fue mayor en el Gl (103,4 + 5,2) que en el GC (100,5 £ 4,7, P=
0,008) y que en el GV (83,6 £ 5,2, P= 0,02); no se observaron diferencias entre el
GC y el Gl (Figura 2).
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Figura 2. Intensidad del color de pixeles de ecografias de chivos adultos tratados
con uso cronico de un agonista de GnRH (-A-, n= 7) o inmunoneutralizacién de
G H (—D -, n= 7) y chivos control (-o—, n= 9). El asterisco (*) indica diferencias

entre grupos para un mismo tiempo. *P <0,05. **P< 0,01. P***<0.0001
5.3. Concentracion de testosterona

La concentracion de testosterona no fue diferente entre grupos. Se observd una
interaccion entre grupo y tiempo (P< 0,0001). En el mes 4 después del tratamiento,
la concentracion de testosterona fue mayor en el GC (19,3 £ 3,0 nmol/L) que en el
Gl (7,4 £ 3,4 nmol/L, P= 0,01) y que en el GV (7,1 £ 3,4 nmol/L, P= 0,008). En los
meses 15 y 16 después del tratamiento, la concentracion de testosterona fue mayor
en el GV (29,1 £ 3,8 nmol/L; 23,2 £ 3,8 nmol/L) que en el GC (25,5 £ 3,6 nmol/L, P=
0,0007; 19,4 £ 3,0 nmol/L, P= 0,003, respectivamente) y que en el Gl (10,6 + 3,8
nmol/L, P= 0,005; 6,9 + 3,8 nmol/L, P= 0,01, respectivamente). En el mes 17
después del tratamiento, la concentracion de testosterona fue mayor en el GV (33,3
t 3,8 nmol/L) que en el GC (16,4 + 3,2 nmol/L, P= 0,0007) y que en el Gl (8,6 £ 3,8
nmol/L, P <0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de testosterona de chivos adultos tratados con uso crénico
de un agonista de GnRH (-A-, n=7) o inmunoneutralizacion de GnRH (—D—, n=7)
y chivos control (-o-, n=9). El asterisco (*) indica diferencias entre grupos para un
mismo tiempo. *P<0,05. **P< 0,01. P***<0.0001

5.4, Caracteristicas seminales

La MM fue mayor en el GC (2,2 £ 0,2) que enel GV (1,31 0,2, P=0,001) y que en el
Gl (1,1 £ 0,2, P=0,0001); no se observaron diferencias entre el Gl y el GV. No se
observé interaccién entre grupo y tiempo.

El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva fue mayor en el GC
(55,5 1+ 3,0 %) que en el GV (35,7 £ 3,4 %, P=0,0009) y queen el Gl (37,9 + 3,4 %,
P=0,0003) y no se observaron diferencias entre el Gl y el GV. Hubo una interaccion
entre grupo y tiempo (P= 0,008). En los meses 4 y 13 después del tratamiento, el
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva fue mayor en el GC (70,6 +
76 %y69,6+8,0%)queenel Gl (41,0+9,2 %, P=0,01y41,2+9,2 %, P=0,02).
En los meses 5 y 8 después del tratamiento, el porcentaje de espermatozoides con

motilidad progresiva fue mayor en el GC (61,7 + 7,6 % y 56,0 £ 8,5 %) que en el GV
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(23,1 + 10,1 %, P= 0,003y 27,1 + 8,6 %, P=0,02). En los meses 7, 10 y 11 después
del tratamiento, el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva fue
mayor en el GC (57,7 +8,0%,; 67,7+ 8,0% y 44,7 £+ 9,2 %) queenel GV (29,31 8,6
%, P=0,02; 23,9+ 9,2 %, P=0,0004y 189+ 9,2 %, P=0,05) yqueenel Gl (15,3 £
9,2 %, P=0,0007; 22,0 £ 9,2 %, P=0,0003 y 9,5 £ 9,2 %, P= 0,008). Sin embargo, el
total de espermatozoides con motilidad progresiva no fue diferente entre grupos y no
se observé interaccion entre grupo y tiempo.

El porcentaje de espermatozoides con morfologia normal fue mayor en el GC (56,0 +
2,2 %) queenel GV (43,5125 %, P=0,001) y este asuvezqueenel Gl (336 ¢
2,5 %, P< 0,0001). Se observo una interaccion entre grupo y tiempo (P< 0,0001). En
el mes 4 después del tratamiento, el porcentaje de espermatozoides con morfologia
normal fue mayor en el GC (60,6 £ 6,7 %) que en el Gl (20,8 £ 7,7 %, P= 0,0001) y
que enel GV (18,8 £ 7,1 %, P< 0,0001). En los meses 7, 12 y 13 después del
tratamiento, el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal fue mayor en
elGV (36,4+7,1%;526+7,7%,y44,4+7,7 %) que en el grupo control (54,5 + 6,7
%, P=0,04; 70,7+ 7,1 %, P=0,002 y 50,8 £ 7,1 %, P= 0,03, respectivamente) y que
enel Gl (146t 7,7 %, P=0,0001; 17,7 £ 7,7 %, P< 0,0001 y 19,8 + 7,7 %, P= 0,004,
respectivamente). En el mes 10 después del tratamiento, el porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal fue mayor en el GC (47,2 £ 6,7 %) que en
el Gl (25,2 £ 7,7 %, P= 0,03) (Figura 4). Sin embargo, el total de espermatozoides
con morfologia normal no fue diferente entre grupos ni se observé interaccion entre

grupo y tiempo.
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Figura 4. Porcentaje de espermatozoides con morfologia normal de chivos adultos
tratados con wuso cronico de un agonista de GnRH (-a-, n= 7) o
inmunoneutralizacion de GnRH (-D —, n=7) y chivos control (—-o—, n= 9). El asterisco

(*) indica diferencias entre grupos para un mismo tiempo. *P< 0,05 y ***P< 0,0001.

El porcentaje de espermatozoides con membrana funcional fue mayor en el GC
(67,4 £ 3,5 %) que en el Gl (51,8 + 4,0 %) y que en el GV (50,0 £ 4,0 %) y no se
observaron diferencias entre el Gl y el GV. No hubo interacciéon entre grupo y
tiempo.

El total de espermatozoides con membrana funcional fue mayor en el GV (3,7 £ 0,6
x 10°) que en el GC (1,5 + 0,5 x 10°% P=0,01) y queenel Gl (1,4 £ 0,6 x 10°, P=
0,01); no se observaron diferencias entre el GC y el Gl. No se observé interaccién

entre grupo y tiempo.
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6. DISCUSION

Ambos tratamientos, el uso créonico de un agonista de GnRH y la
inmunoneutralizacion anti-GnRH, afectaron de manera negativa la reproduccién en
los chivos. Estos tratamientos actuaron de forma diferente en cuanto a los
parametros afectados, a la duracién de sus efectos y a su magnitud. Con respecto a
las caracteristicas seminales, se observé que el porcentaje de espermatozoides con
morfologia normal y la cantidad total de espermatozoides con membrana funcional
se afectaron negativamente en los primeros meses, pero hacia el final del
tratamiento los chivos que fueron inmunoneutralizados perdieron el efecto de

supresion y aparecio un efecto sobre-estimulatorio.

Los tratamientos podrian haber afectado de manera diferente la composicion del
semen. Una posible explicacion podria ser que la concentraciéon de testosterona fue
mayor en los chivos inmunoneutralizados que en los tratados con un agonista de
GnRH (Marina, 2003). Mientras que en los animales inmmunoneutralizados se
observé un notorio aumento en la concentracién de testosterona e inclusive una
sobreestimulacion hacia el final del tratamiento, los animales tratados con el
agonista de GnRH mantuvieron una baja secrecion de testosterona durante todo el
experimento y no llegaron a recuperarse. Otra explicaciéon posible podria ser que
algunos componentes del plasma seminal podrian estar afectando de distinta forma
ciertas caracteristicas seminales, como la morfologia normal y la funcionalidad de la
membrana funcional. En cuanto a las caracteristicas seminales, éstas se
mantuvieron afectadas durante mas tiempo en los chivos tratados con el uso cronico
del agonista de GnRH que en los inmunoneutralizados. Por lo tanto, el efecto
negativo de los tratamientos se observé durante un periodo mas prolongado en los
animales tratados con el uso crénico del agonista de GnRH que en los
inmunoneutralizados. Posiblemente esto es debido a que el implante colocado
continuaria liberando droga que actia sobre los receptores y de esta manera
cumpliria su objetivo de supresion de la actividad reproductiva (Anexo la). En
cambio, para mantener el efecto supresor sobre la actividad reproductiva de Ia

inmuneutralizacién, seria necesaric revacunar para mantener un titulo de




anticuerpos suficiente ya que estos tienden a disminuir en el transcurso de los

meses (Anexo |b).

Durante la estacién reproductiva y hacia el final del experimento (correspondiente a
los meses 15, 16 y 17), la concentracion de testosterona, la circunferencia escrotal y
la cantidad de fluido testicular en los animales tratados con el uso cronico de un
agonista de GnRH se mantuvieron deprimidas, mientras que en el grupo de los
animales inmunoneutralizados se vieron estimuladas, presentando valores aun
mayores que en los animales no tratados. Los animales tratados con agonistas de
GnRH tuvieron una caida en los niveles de testosterona a concentraciones basales
debido a la disminucién en el soporte gonadotrofico (Maenhoudt et al., 2014), es
decir, que tendrian una disminucion en las concentraciones de LH y FSH, a causa
de la desensibilizacion hacia la GnRH por parte del eje HHG. También podrian ser
causados por cambios en la capacidad de respuesta o desensibilizacién de las
células de Leydig a la LH. Estos cambios hormonales en conjunto podrian explicar la
disminucidon progresiva en la motilidad espermatica y la marcada reduccion de la
circunferencia escrotal (Lucas, 2014). La espermatogénesis, que se desarrolla en el
tubulo seminifero, principalmente en el compartimento luminal, requiere entre otros
factores una alta concentracién de testosterona. Este proceso, y sobre todo la
meiosis, es testosterona dependiente (Marina, 2003). La disminuciéon de la
testosterona que se observé en los grupos tratados podria justificar un efecto
negativo en la motilidad espermatica y en la circunferencia escrotal. Por otro lado, la
administracién del conjugado de proteina analogo sintético del GnRH, lo que
causaria la generacion de anticuerpos que actuarian uniéndose a la GnRH evitando
que difundan por los capilares debido al tamafio del complejo o enmascarando el
sitio de wunion del receptor a la molécula de GnRH (Thompson, 2000).
Probablemente, la inmunoneutralizaciéon contra GnRH generéd una supresion
endégena de la secrecion de GnRH llevando a una inhibicién temporal de la funcién
testicular y a la disminucion de la secreciéon de LH y FSH (Zamaratskaia et al.,
2008). En este trabajo, después de unos meses de administrada la vacuna y su
booster, se observé que contrario a la inhibicién de la funcion testicular, la

circunferencia escrotal, la concentracion de testosterona y el fluido testicular
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aumentaron con valores aun mayores que los animales que no recibieron ningun
tratamiento, lo que se podria llamar “efecto rebote”. Se podria especular que este
efecto se debe a que como el eje HHG estuvo tanto tiempo suprimido, cuando
comienza a reactivarse la actividad normal, este eje se encuentra mas sensible,

provocandose una sobreestimulacion del mismo frente a la GnRH.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se puede aseverar que ninguno
de los tratamientos caus6 infertilidad completa en todos los chivos. Sin embargo, el
tratamiento con el uso crénico del agonista de GnRH logré una supresién de la
actividad reproductiva durante mas tiempo que la inmunoneutralizacion. Debido a
esto, si se quisiera lograr una supresion de esta actividad a corto plazo, por ejemplo
durante una estacion reproductiva, se recomendaria el uso de la
inmunoneutralizacion. En cambio, si se quisiera un efecto de mas largo plazo,
durante mas de una estacion reproductiva, se deberia considerar que el uso del
agonista de GnRH, podria afectar al semen durante mas de un afio, por lo que se

recomendaria el uso de esta opcion.
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7. CONCLUSIONES

e La inmunoneutralizacién de la GnRH y el agonista de GnRH afectaron
negativamente la actividad reproductiva en los chivos adultos.

e El uso cronico de un agonista de GnRH produjo efectos negativos de
mayor magnitud y de mayor duracion sobre {a actividad reproductiva de
los chivos que la inmunoneutralizacién de la GnRH, especialmente sobre
la concentracion sérica de testosterona y la morfologia espermatica

e Nila inmunoneutralizaciéon de la GnRH ni el agonista de GnRH causé

infertilidad completa en todos los chivos.
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