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RESUMEN

El empleo de la hormona liberadora de gonadotropina o sus andlogos en la inmuno castracién reversible de mamiferos
brinda grandes posibilidades de éxito en el control de la fertilidad en animales domésticos. En este trabajo se evalta
el efecto biolégico, como inmunégeno, de un preparado vacunal sintético denominado GnRHm1-TT sobre los érganos
reproductores y la calidad del semen de perros Beagles adultos. Se emplearon 8 perros con una edad de 16-17
meses y un peso entre 9-13 Kg. La muestra se distribuy6 de forma aleatoria en dos grupos de 4 animales cada uno.
Un grupo se dejé como placebo y el otro recibié dos dosis de 1 mg de este preparado vacunal por via intramuscular,
a 8 semanas una de otra y equivalentes a 0,8 mg de GnRHm1 por animal. Se empleé adyuvante completo e
incompleto de Freund en la primera y segunda inmunizacién respectivamente. El experimento tuvo una duracién de
16 semanas. El péptido GnRHm1-TT en la dosis y esquema empleado indujo cambios estructurales y funcionales en
los testiculos y epididimos, debidos probablemente a la capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-hormona
liberadora de gonadotropina sobre la GnRH endégena. Al finalizar la experiencia se dictaminé que los eyaculados de
los perros inmunizados se correspondieron con un animal apto para incorporar a la reproduccién, otro no apto y otros
dos dudosos. Los resultados de los tres Gltimos perros se debieron, probablemente, a la baja concentracion de
espermatozoides viables y al elevado porcentaje de espermatozoides patolégicos, a diferencia del grupo de los
placebos en el que todos los animales se dictaminaron aptos para incorporar a la reproduccion. Los resultados
obtenidos sugirieron la posibilidad de ensayar, con este péptido, otros esquemas y dosis para lograr una inhibicién
efectiva de la capacidad reproductiva en perros y otras especies de mamiferos adultos.
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ABSTRACT

Effects of immunization against GnRH in the structure and function of testicles in adult dogs. The use
of GnRH and its analogues for reversible immunological castration in mammals offers great possibilities to
achieve successful fertility control in domestic animals. The goal of this work was to evaluate the biological
effect of GnRHmM1-TT, a synthetic vaccine formulation as an immunogen, on the reproductive organs and semen
quality of adult male Beagle dogs. Eight dogs of 16-17 years of age and 9-13 kg, were used. The sample was
distributed at random in two groups of four animals each. One group was placebo, and the other received two
doses of 1 mg of the formulation with an eight-week interval and equivalent to 0.8 mg of GnRHm1 per
animal. Respectively, complete and incomplete Freund adjuvants were used on the first and second
immunizations. The experiment lasted 16 weeks. In the doses and scheme used, peptide GnRHmM1-TT induced
structural and functional changes in testicles and epididymides, probably due to the neutralizing capacity of anti
GnRH antibodies on endogenous GnRH. At the end of the experiment it was concluded that the ejaculates from
dogs corresponded to one animal ready for reproduction, another not ready, and the other two uncertain. In the
three last cases it was caused by low concentration of viable spermatozoa and high percentage of pathological
spermatozoa; however, all placebo animals were up for reproduction. The results achieved allow us to suggest
the possibility of trying other schemes and doses with this peptide to achieve effective inhibition of the reproductive
capacity of dogs and other adult mammal species.
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Introduccién

La castracion quirargica es el método mas empleado
para suprimir la capacidad reproductiva de los ani-
males domésticos, ya que es un método muy barato
y de rapida realizacion, ademas de tener un efecto
irreversible. En los perros, por ejemplo, se emplea
para prevenir la descendencia no deseada, para evi-
tar y tratar la hiperplasia prostatica benigna, la
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prostatitis aguda y crénica [1], el cancer testicular
[2] y las enfermedades infecciosas [3].

Una alternativa a la castracion quirtirgica es la castra-
cion inmunoldgica, en la que los animales son inmuni-
zados contra la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH o LHRH) [4], molécula clave en el control de la
reproduccion en los mamiferos [5]. La GnRH es una

1. Krawiec DR. Canine prostate disease.
Journal of the American Veterinary Medical
Association 1994; 204(10):1561-4.

2. Bastianello SS. A survey on neoplasia
in domestic species over a 40-year period
from 1935 to 1974 in the Republic of
South Africa. VI. Tumours occurring in dogs.
Onderstepoort Journal of Veterinary
Research 1983; 50(3):199-220.
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proteina propia y demasiado pequefia para atraer la
atencion del sistema inmune por lo que debe ser pre-
sentada mediante el empleo de moléculas portadoras.
La inmunocastracion es un método menos engorroso,
no doloroso, éticamente viable, aplicable a mamiferos
de ambos sexos [6-17] y reversible con el tiempo en
animales prepuberes y adultos [12]. Otra alternativa
publicada para la castracion de animales es el uso de
analogos de GnRH [18, 19].

La inmunizacién contra GnRH se ha utilizado en
bovinos para evitar la prefiez en terneras y vacas en el
periodo previo al sacrificio [6], para evitar la aparicion
del olor caracteristico que presenta la carne de cerdo [7,
15-16] y para suprimir la actividad ovarica y la conduc-
ta sexual durante la época reproductiva en las yeguas
[12]. En ratas se publico la evaluacion de una vacuna
anti-GnRH para el control de la fertilidad y para tratar
de eliminarlas mediante la esterilizacion de al menos el
70% de la poblacién de ambos sexos en tres generacio-
nes consecutivas [11]. Existen referencias de que en
perros se ha desarrollado la inmunocastracion neonatal,
la cual provoca una supresion completa del sistema
reproductivo, sin embargo, no conocemos los resulta-
dos de la inmunizacion contra GnRH en animales adul-
tos de esta especie.

En este trabajo se realizo, por primera vez, la
evaluacion clinica de los efectos de la administra-
cion del preparado vacunal sintético GnRHm1-TT
sobre la concentracion de testosterona en suero, la
calidad del semen y la morfologia testicular en pe-
rros Beagles adultos.

Materiales y Métodos

Generacién y sintesis del péptido GhnRHm1-TT

Este péptido se generd por sustitucion del aminoacido
L-glicina de la sexta posicion de la GnRH (QHWSYGL-
RPG) por una L-prolina (QHWSYPLRPG, GnRHm1)
[14]. La variante GnRHm1 y el epitopo T-helper de la
toxina del tétano (QYIKANSKFIGITEL) (residuos 830-
844) [20] fueron sintetizados en tandem con dos glicinas
como separadores (QHWSYPLRPGGGQYIKANS-
KFIGITEL). La sintesis se realizé de acuerdo al méto-
do de fase solida [21] sobre resinas MBHA segun la
estrategia t-Boc/Benzyl.

Animales y conformacién
de los grupos de trabajo

Se emplearon 8 perros de la raza Beagle con una edad
de 16-17 meses y un peso entre 9-13 Kg, los cuales
fueron distribuidos de forma aleatoria en dos grupos
experimentales (4 animales por grupo). Los mismos
se mantuvieron en condiciones de animales de labora-
torio con ambiente convencional, agua at libitum y un
consumo diario por animal de 400 g de pienso canino.

El pesaje de los animales se realiz6 mensualmente
en una bascula semiautomatica marca Rapido (RDA).

Inmunizacién

En uno de los grupos se le administro, a cada animal, 1
mg del péptido sintético GaARHm1-TT (de los cuales
0,4 mg se correspondieron con GnRHm1) resuspendido
en 1 mL de PBS 1Xy emulsificado en igual volumen de
adyuvante completo de Freund (ACF). En la segunda
inmunizacion se utilizé el mismo inmundgeno, pero el

ACF fue sustituido por el adyuvante incompleto de
Freund (AIF). El grupo placebo fue vacunado con PBS
1X y ACF (AIF) en la primera y segunda inmuniza-
cion respectivamente. La emulsion estable agua en aceite
se logrd con el uso de un agitador con impelente. En
todos los casos las emulsiones fueron preparadas mo-
mentos antes de las inmunizaciones.

Se efectuaron dos inmunizaciones por via
intramuscular profunda: en la tabla del cuello (pri-
mera inmunizacion) y en el miembro trasero derecho
(segunda inmunizacion), con un intervalo de 8 sema-
nas entre una y otra. El experimento tuvo una dura-
cion de 16 semanas.

Obtencién del esperma

Mensualmente se realizaron dos recolecciones de esper-
ma (con intervalos de dos dias entre una y otra) a cada
perro. Los eyaculados se obtuvieron por manipulacion
directa sobre los bulbos peneanos en presencia de una
perra en celo. La transportacion del esperma al laborato-
rio se realiz6 en frascos de cristal forrados con papel
Kraff. El volumen eyaculado fue medido y registrado y a
partir de este, se realizaron las valoraciones espermaticas.

Examen microscépico del semen

La cuantificacion de los espermatozoides vivos, a
partir del conteo de 100 espermatozoides por mues-
tra, se realizo segin el método de Blom [22]. La va-
loracion subjetiva del movimiento masivo de los
espermatozoides y la determinacion de la concentra-
cion espermatica se realizo segiin Holy (1975).

La valoracion de las anormalidades morfologicas se
realiz6 mediante la tincién con Rojo Bengala-Azul Vic-
toria [22] y con el empleo del microscopio de contraste
de fases. Los resultados de ambas técnicas se promediaron
para emitir un criterio confiable sobre la proporcion de
espermatozoides patologicos presentes en el eyaculado.

Concentracién de Espermatozoides
Viables (C.E.V.)

La concentracion de espermatozoides viables se de-
termino con el empleo de la formula:
C.E.V.=Vol. x motilidad x C x % no patologicos,
donde: Vol. - volumen del eyaculado (mL); motilidad
- % de motilidad de los espermatozoides; C - concen-
tracion espermatica; % no patologicos - % de esper-
matozoides no patoldgicos.

Obtencién del suero

Mensualmente se le extrajeron a cada animal 4-5 mL de
sangre mediante puncion de la vena radial de las extre-
midades delanteras. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 3 200 r.p.m. por 30 min para precipitar
los componentes celulares. Los sueros obtenidos se al-
macenaron a -20°C hasta su posterior procesamiento.

Seroconversion de anticuerpos anti-GnRH

La seroconversion de anticuerpos anti-GnRH fue deter-
minada mediante un ensayo tipo ELISA. Las placas de
microtitulacion (poliestireno, Nunc) fueron recubiertas
con el péptido GnRH a una concentracion de 5 mg/ml en
tampon de recubrimiento (carbonato-bicarbonato, pH
9,5) e incubadas en camara humeda a 4 °C durante 12 h.

Estas placas se lavaron con solucion de Tween 20 al
0,05% en PBS 1X. Posteriormente se afiadieron 100 ml
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por pocillo de la solucion de bloqueo PBS 1X, 2% de
Seroalbumina Bovina y se incubaron durante 1 ha 37 °C.

Se repitio el mismo proceso de lavado. A cada poci-
llo se le anadieron 100 ml del suero a analizar, disuelto
en PBS 1X, 1% de Seroalbtimina Bovina y 0,05% de
Tween 20. Las placas se incubaron durante 2 ha 37 °C.
Luego de los lavados correspondientes, el anticuerpo
policlonal anti IgG canina en carnero, conjugado con
peroxidasa fue afiadido en la dilucién de trabajo (1/
500) y las placas incubadas 1 ha 37 °C.

La reaccion antigeno-anticuerpo se detectd con la adi-
cion del sustrato cromogenito Ortofeniliendiamina
(OPD) disuelto en tampon sustrato (fosfato dibasico de
sodio 0,02 M, pH 5, que contiene 10 ml de peroxido de
hidrogeno al 30%) e incubacion a temperatura ambiente
por 30 min. La reaccion se detuvo por adicion de acido
sulfurico 2,5 N. La lectura de los resultados se realizo a
492 nm con el lector de placas de microtitulacion
(Multiscan, Labsystem, Finlandia). Las muestras posi-
tivas fueron consideradas aquellas cuyos valores de ab-
sorbancia estuvieron por encima de la linea de corte del
ELISA (0,23), equivalente a la media de la absorbancia
de 15 sueros negativos mas 3 desviaciones estandares.

Determinacién de testosterona

La concentracion de testosterona en suero se determi-
no en la semana 16 con el juego de reactivos TESTO-
CT2 (CIS Bio International, France).

Histologia

Para la eutanasia, a los perros se les aplicé 5 ml de
anestésico local (clorhidrato de lidocaina, Labiofam,
Cuba) en la base del cerebro entre la vértebra atlas y el
area occipital, el cual produjo un paro cardio-respira-
torio instantaneo que garantiz6 una muerte sin sufri-
mientos segun requisitos éticos.

Los testiculos y epididimos fueron extraidos y pe-
sados en una balanza analitica (Sartorius, A-120S). El
volumen de cada testiculo se midi6 por desplazamien-
to de agua destilada en una probeta graduada.

Para el examen histologico se tomaron muestras de
las secciones transversales de los epididimos y de la
seccion media de los testiculos. Todas estas muestras
fueron fijadas en formol al 10%, incluidas en parafina
y cortadas con un espesor de 6 pum. La coloracién
empleada fue la hematoxilina y eosina.

Analisis estadistico

En el analisis estadistico de los resultados se empled
la prueba F para varianza de dos muestras y la prueba
t de Student. Los resultados de dos analisis fueron
considerados significativos para valores de P < 0,05.

Resultados

Peso corporal de los animales

Durante el experimento no se observaron diferencias
significativas (P > 0,05) para las medias de los pesos
corporales de los animales placebos e inmunizados.

Espermatozoides viables y patolégicos

Los perros inmunizados con GnRHm1-TT, en com-
paracion con los placebos, mostraron un aumento del
nimero de espermatozoides patologicos a partir de la
primera vacunacion, que fue significativo en la semana

22

4 y por otra parte, una disminucion de la concentra-
cion de los espermatozoides viables, a partir de la
segunda vacunacion que fue estadisticamente signifi-
cativa en la semana 16 (Figura 1). La anormalidad
morfologica mas frecuente en la cabeza de los esper-
matozoides resulto ser el capuchon desprendiéndose,
mientras que en la parte intermedia se detectd funda-
mentalmente la gota protoplasmatica.

Seroconversion de anticuerpos anti-GnRH

Los perros inmunizados con GnRHm1-TT mostra-
ron un aumento en la seroconversion de anticuerpos
anti-GnRH a partir de la semana 3. En la semana 12
se obtuvo el valor maximo de absorbancia (492 nm)
igual a 0,457 (Figura 2). Al finalizar el experimento
los valores de absorbancia, en los animales inmuni-
zados, se mantuvieron por encima de la linea de
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Figura 1. Concentracién media de espermatozoides viables,
CEV () y espermatozoides patolégicos (¢) para el grupo de
animales placebos (A) e inmunizados (B). Las inmunizaciones
con GNRHmM1-TT se realizaron en la semana Oy 8.
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Figura 2. Seroconversién de anticuerpos anti-GnRH durante el
esquema de inmunizacién. La linea de corte del ensayo se
corresponde con el valor de absorbancia de 0,23. Los valores
son expresados como la media de cuatro animales. Simbolos:
animales placebos (¢) e inmunizados (W) y linea de corte (—}.
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corte, mientras que en los placebos se mantuvo siem-
pre por debajo.

Examen macroscépico de los érganos
reproductivos

En ambos grupos experimentales no se observaron
diferencias significativas (P> 0,05) para las dimensio-
nes y los pesos de los testiculos y epididimos.

Determinacion de la concentracion de
testosterona

Como se muestra en la Figura 3, la concentracion de
testosterona en el suero de los animales inmunizados
resulto significativamente inferior al de los placebos
en las semanas 4 (P <0,01)y 16 (P <0,05).

Histologia

Los testiculos de los animales del grupo placebo
(Figura 4A) mostraron todos los estadios de las células
sexuales masculinas, con presencia de espermatozoi-
des en la luz de los mismos. En los epididimos, la ma-
yoria de los conductos mostraron gran cantidad de
contenido espermatico. Sin embargo, los testiculos de
los perros inmunizados (Figura 4B) presentaron un au-
mento del tejido intersticial al estar disminuidos los
diametros de los tibulos seminiferos a causa de proce-
sos degenerativos, que avanzaron desde el centro hacia
la periferia de los tibulos. Esta degeneracion se presen-
t6 en algunos tubulos de forma incipiente (tres anima-
les), y en otros generalizada (un animal). En el caso de
degeneracion testicular generalizada no se observaron
espermatides ni espermatozoides y los epididimos no
mostraron contenido espermatico en la luz.
Discusion

En este experimento el peso corporal de los animales
inmunizados no difirié de los placebos. Esta obser-
vacion fue similar a los resultados de Brown [9] en
ovejas inmunizadas contra GnRH y al de Reid [17]
en cerdos tratados con un agonista de GnRH. Por
otra parte, el peso y volumen de los érganos
reproductores de los animales inmunizados con
GnRHmI1-TT no mostraron diferencias significati-
vas al ser comparados con los del grupo placebo, lo
que demostr6 que la inmunizacion con el esquema y
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Figura 3. Niveles de testosterona (media * desviacion estandar)
en el suero de los animales placebos (®) e inmunizados con
GnRHm1-TT (). *P < 0,01, **P < 0,05, en comparacién con el
grupo placebo. ; Inmunizaciones realizadas.

dosis empleada no ocasion6 dafios macroscopicos a
los animales tratados.

En los animales inmunizados con GnRHm1-TT la
seroconversion de anticuerpos anti-GnRH alcanzé su
maximo valor 4 semanas después de la segunda inmuni-
zacion (Figura 2). Resultados similares se encontraron
en ovejas [9] y cerdos prepuberes [7], en los que el
pico maximo de anticuerpos anti-GnRH se alcanzd 2 y
4 semanas después de la segunda inmunizacion respec-
tivamente, relacionado con el efecto re-estimulador ejer-
cido por la segunda vacunacion (semana 8).

La concentracion media de testosterona en el suero
de los perros placebos, se correspondié con los valo-
res publicados por DePalatis y colaboradores [23],
quienes observaron una fluctuacion de la concentra-
cion de la testosterona en el suero de los perros adul-
tos intactos en un rango entre 0,4 y 6,0 ng/mL en un
periodo de 24 horas. En este trabajo, la concentracion
de testosterona en el suero de los animales inmuniza-
dos disminuy6 después de la primera y segunda admi-
nistracion del preparado vacunal.

Los procesos degenerativos que se presentaron en los
tubulos seminiferos, y que afectaron fundamentalmente
las espermatides y espermatozoides, se corroboraron al
comparar la concentracion media de espermatozoides
viables entre los animales no tratados y los inmunizados
(Figura 1). Ademas de las anormalidades morfologicas
descritas, en los eyaculados de un animal inmunizado, se
observaron (a partir de la segunda inmunizacion) en for-

Figura 4. Secciones transversales de los testiculos de los perros 8 semanas después de la segunda inmunizacién. (A) En la mayoria
de los tubulos seminiferos se observan varios tipos de células germinales y espermatozoides (animal placebo), (B) El diametroy el
numero de las células germinales estd disminuido en todos los tGbulos seminiferos (animal inmunizado). (x40).
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ma aislada, células espermiogenéticas (espermiocitos y
espermatides), caracteristicas de procesos degenerativos
avanzados, que evidenciaron que no existido una
estimulacion adecuada para la division de las células
germinales, debido a que la produccion de testosterona
se encontraba afectada posiblemente por la insuficiencia
de la hormona luteinizante (LH).

En esta investigacion los animales inmunizados
mostraron dafios en la estructura de los testiculos, lo
que pudiera indicar que la GnRH endégena fue blo-
queada por los anticuerpos detectados en la
seroconversion hacia GnRH.

El alto porcentaje de espermatozoides patologicos en
los eyaculados de los perros inmunizados, fue posible-
mente resultado de cambios en el medio en que ocurre la
espermacion. La anormalidad morfolégica mas frecuente
resulto ser el capuchon desprendiéndose, fenomeno que
se desarrolla solo después de formado el espermatozoide
y posiblemente como consecuencia de un ambiente inade-
cuado [22]. En la parte intermedia de los espermatozoi-
des, muy necesaria para la fecundacion, se detectd
fundamentalmente la gota protoplasmatica, caracteristica
de espermatozoides inmaduros. Estas anormalidades pue-
den ser el reflejo de una insuficiente estimulacion, por
parte de 1a FSH, de las células de Sertoli, responsables de
la diferenciacion de las espermatides en espermatozoides.

En los animales inmunizados con GhRHm1-TT,
como resultado de las alteraciones antes menciona-
das, disminuyo el por ciento de espermatozoides
vivos y la concentracion de espermatozoides viables
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en las dos ultimas extracciones espermaticas realiza-
das (Figura 1). En las evaluaciones espermaticas rea-
lizadas 2-3 meses antes de comenzar la experiencia
aqui descrita todos los perros estaban aptos para
incorporar a la reproduccion (estos resultados no se
muestran). Sin embargo, en la valoracion del semen,
realizada en la semana 16, se dictamind que los
eyaculados de los perros inmunizados se correspon-
dieron con un animal apto para incorporar a la repro-
ducciodn, otro no apto y otros dos dudosos, debido a
la baja concentracion de espermatozoides viables y
al elevado porcentaje de espermatozoides patologi-
cos (Figura 1). Por otra parte, en el grupo de los
placebos todos los animales se dictaminaron aptos
para incorporar a la reproduccion.

El péptido GnRHm1-TT en la dosis y esquema
empleado indujo cambios estructurales y funcionales
en los testiculos y epididimos, debido probablemente
a la capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-
GnRH sobre la GnRH endogena. Los resultados obte-
nidos permiten sugerir la posibilidad de ensayar, con
este péptido, otros esquemas y dosis para lograr una
inhibicion efectiva de la capacidad reproductiva en
perros y otras especies de mamiferos adultos.
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