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RESUMEN

El estudio del presente experimento fue evaluar los efectos de la aplicacion de andlogos o antagonistas
de GnRH como moduladores de inmunosupresion y de la dindmica hormonal, morfometria testicular y
su incidencia en la histologia gonadal. Se seleccionaron 8 caninos machos de diferentes razas y en
edades de entre 1 a 10 afos, que fueron ubicados en dos grupos experimentales. Del tratamiento se
obtuvo muestras sanguineas antes de cada aplicacion del bilégico anti-GnRH para analisis hormonal
de LH, FSH, y testosterona, ademéas de la medicién de la morfometria testicular e histologia. El
tratamiento de los Inmunocastrados consistio en aplicar a cada uno de los individuos 1 inoculacién a
una misma dosis (2ml) del biolégico respectivamente por via subcutanea,. Se analizé6 LH, FSH y
Testosterona antes, y después de la aplicacion del biolégico en el grupo de los tratamientos y del grupo
control. Ademas, se recolectaron muestras de tejido gonadal para andlisis histopatoldgico. Para la
interpretacion de los resultados del experimento se utilizo el analisis estadistico t de Student para
detectar la existencia de diferencias significativas entre las medias de una determinada variable
cuantitativa en dos grupos de datos. En relacién a la dindmica de concentracién de hormonas sexuales
masculinas FSH, LH y testosterona estas presentaron ligeros desniveles en su concentracion sérica; sin
embargo, para generar el efecto es necesario una segunda inoculacion, se estableci6 que el canis lupus
familiares es dosis dependiente y su frecuencia de aplicacion es determinante para generar efecto
modulador del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal; asi, la vacuna demostraria su efecto a partir de la
segunda dosis. Respecto a la morfometria testicular se evidencia una reduccién muy ligera del tamafio
de los testiculos, escasa hipotrofia testicular y de diametro testicular. Al anélisis microscépico se
observa muy pocas diferencias de hipotrofia, casi nula reduccion del didmetro mayor y menor de los
tubulos seminiferos. Finalmente se concluye que la aplicacion de andlogos o antagonistas de la GnRH
determina un efecto modulador -inmunosupresor del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal al incidir sobre
los niveles de concentracion de las hormonas sexuales LH, FSH y testosterona respecto a los
receptores proteicos.

Palabras clave: hormonas sexuales, bilégico anti-GnRH, morfometria, histologia.
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ABSTRACT

"CONSEQUENCE OF THE APPLICATION OF GNRH ANALOGOUS OR
ANTAGONISTS AS A MODULATED OF IMMUNOCASTRATION OF SEXUAL
HORMONES IN CANIS LUPUS FAMILIARIS"

The study of the present felt to evaluate the application of GnRH analogs or antagonists as
immunosuppressive modulated effects, also hormonal dynamics, testicular morphometry and
its incidence in gonadal histology. Eight male canines were selected to different races and
their ages between 1 and 10 years, divided in two experimental groups. From the treatment,
blood samples were obtained before each application of the biologic anti-GnRH for hormonal
analysis of LH, FSH, and testosterone, in addition to the measurement of testicular
morphometry and histology. The treatment of the immunocasts consisted in applying to each
of the individuals an inoculation at the same dose (2ml) of the biological respectively by the
subcutaneous route. LH, FSH and Testosterone were analyzed before and after application of
the biological in the treatment group and the control group. In addition, gonadal tissue
samples were collected for histopathological analysis. For the interpretation the results of the
experiment, statistical t student analysis was used to detect the existence of significant
differences between the means of a given quantitative variable in two groups of data. In
relation to the concentration dynamics of male sex hormones FSH, LH and testosterone those
showed slight differences in their serum concentration. However, to generate the effect a
second inoculation is necessary, established that the familiar canis lupus is dose dependent
and its frequency of application is determinant to generate modulating effect of the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis; Thus, the vaccine would demonstrate its effect from the
second dose. Talking about testicular morphometry, a very slight reduction in testicle size,
low testicular hypotrophy and testicular diameter is evident. Microscopic analysis shows very
few differences in hypotrophy, little reduction in the major and minor diameter of the
seminiferous tubules. Finally, the conclusion of the research present the application of
analogues or antagonists of GnRH determines a modulating effect -inmunosuppressive of the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis by affecting the concentration levels of the sex hormones

LH, FSH and testosterone with respect to the protein receptors.

Key words: sex hormones, biologic anti-GnRH, morphometry, histology
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Existe actualmente a nivel de la ciudadania la preocupacion por su calidad de vida y el
bienestar de los animales de compariia, como consecuencia de una serie de efectos negativos
producidos por la carencia de cuidados y responsabilidad frente a la tenencia o tuicion de un
animal por parte de las personas. Esto ha llevado a conflictos al interior de diversos grupos
sociales, que buscan ver alternativas de solucién que mitiguen estos inconvenientes. Por lo
tanto, el proyecto se basa en la aplicacion del bilégico anti-GnRH a los caninos (perros
domeésticos), determinando las concentraciones hormonales, andlisis de la morfologia
testicular e histologia comprobando los efectos de la inmucastracion, posibilitando su

utilizacién como un método de control de la reproduccion y de su reactivacion.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En los momentos actuales la fauna urbana es una responsabilidad comun de las instituciones
locales como los Municipios, distritos etc., tanto en el contexto mundial y regional. Por lo
tanto, las personas naturales como las instituciones juegan un rol importante en el control y
manejo de la poblacion canina. Asi, los indices que determinan la sobrepoblacion de caninos
callejeros, acusa una falta de sistemas eficientes para el control; asi como los indices de la

natalidad aumentan considerablemente afio tras afio. (JACOME, 2013)

En tal sentido, la castracion quirtrgica ha sido considerada una técnica convencional, pero
que es generadora de dolor, traumatismo, estrés, y que requiere cuidados post-quirirgicos
del paciente, generando un costo relativamente alto. En este ambito, la castracion quimica ha
ido tomando impetu como una alternativa a la castracion quirdrgica, debido a que se podria
considerar como un proceso no invasivo, economico y de facil aplicacion, como alternativa de
control de la poblacion callejera. (BASULTO R., 2003)

Si bien existen actualmente, numerosas opciones contraceptivas para la hembra canina; en los
caninos machos, no existen protocolos farmacol6gicos eficaces para evitar la concepcion.
Muchas drogas han sido usadas previamente en otras especies, y solo unas pocas, son
comercializadas o aprobadas para su uso en caninos. Algunos de los nuevos compuestos que
se han usado en tratamientos de fertilidad, contracepcion y enfermedades dependientes de las

hormonas sexuales son los antiestrogenos. Los antiestrdgenos son un grupo farmacoldgico



que inhiben o modifican la accién de los estrogenos. Algunos actdan inhibiendo su sintesis
como los analogos de GnRH. (ADAGIO, 2011)

Por lo tanto, el estudio del presente proyecto de investigacion pretendio evaluar los efectos de
la aplicacion de analogos o antagonistas de GnRH estableciendo sus componentes como
moduladores de inmunosupresion y de la dindmica hormonal, morfometria testicular y su

incidencia en la histologia gonadal, posibilitando su aplicacion en perros domésticos.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1 Beneficiarios directos:

e Laboratorio que realiza la vacuna: IMPROVAC

e Duefios de los caninos

e Municipio de Quito
e Poblacion humana

4.2 Beneficiarios indirectos:

e Coordinador del Proyecto: Diana Fernanda Polo Calva (Estudiante)

e Tutor del Proyecto: Dr. Miguel Angel Gutiérrez Reinoso (Docente)

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

A mas de la intervencién del Municipio, instituciones nacionales como la Universidad Central
del Ecuador, la Universidad de las Américas y la Universidad San Francisco de Quito; e
internacionales, como la Universidad de Florida, a traves de sus facultades o escuelas de
Medicina Veterinaria, también han realizado varias campafias de esterilizacion con el objetivo

de vincularse y concientizar a la comunidad (CADENA, 2013).

Una de las variables que ha influenciado en la disminucion de la poblacion de perros
callejeros, ha sido la creacion de Proteccion Animal Ecuador (PAE), que empieza a funcionar

como fundacidn a partir del afio 2005. Esta fundacion tiene varios programas que ayudan al



control poblacional, recoge animales callejeros para ponerlos en adopcion, realiza campafias
de esterilizacion gratuitas aproximadamente cada mes, para contribuir con el cuidado
responsable de las mascotas, y continuamente elabora charlas educativas como vinculacién a
la comunidad (PAE, 2011).

En relacion a la sobrepoblacion canina uno de los mecanismos de su control es el factor
natalidad, y se indivisa uno de los protocolos que aseguran su control como lo es la
esterilizacion. Asi, respecto a los problemas que los perros callejeros enfrentan y sobre estos
se generan dificultades que se extienden al ambito de la salubridad e inseguridad de la
poblacion humana. (JACOME, 2013).

Para entender la problematica existente, asociada a la relacion humanos-perros, es
fundamental saber reconocer y diferenciar entre cuatro tipos de perros, division tedrica hecha
para dar soluciones reales al tema (BRUSONI, 2007).

Perro supervisado: Totalmente dependiente y totalmente restringido o supervisado.

Perro callejero: Totalmente dependiente; semi-restringido.

Perro del vecindario: | Semi-dependiente; semi-restringido o sin restriccion.

Perro vagabundo: Independiente, sin restriccion. Aunque puede necesitar de los

desperdicios humanos para su sustento, nadie es responsable de él.

Fuente: (WHO & WSPA, 1990)

El hecho que el 80 % de los animales que deambulan por la via pablica tengan duefio
demuestra que existe una practica generalizada de tenencia irresponsable y que aquellos
auténticamente desamparados son descendientes, en su inmensa mayoria, en 1 o 22
generacion, de perras que en el momento de la paricion, también tenian propietario. En
consecuencia podemos afirmar que la causa principal de la existencia del perro callejero es la
irresponsabilidad humana. La castracion de los machos caninos reduce el impulso
reproductivo sexual y puede tener un efecto tranquilizante que los hace menos inclinados a
vagar y a ser mas hogarefios. También la castracion de los machos caninos puede mejorar su
salud reduciendo el riesgo de enfermedad de la prostata, cancer testicular e infecciones
(JACOME, 2013).



Un aspecto que siempre resulta confuso es la diferencia entre esterilizacion y castracion. La
castracion consiste en la extirpacion quirargica de las “gonadas” o glandulas sexuales,
testiculos en los machos y ovarios en las hembras; lo cual conllevard ademas de la esterilidad
del individuo, la ausencia de actividad sexual (desaparicion del celo, el macho no montara,
etc.) y desaparicion de conductas sexuales secundarias (no se produce el marcaje territorial,
disminucion de la agresividad, etc.). La esterilizacion sélo pretenderd evitar la fertilidad del
animal de forma quirdrgica, pudiendo en unos casos conservar los testiculos u ovarios y
mantener una conducta sexual normal. “Toda castracidon conlleva la esterilizacion del animal,
pero para esterilizar no se tiene que necesariamente producir la castracion” (RUBIO
MANUEL, 2012).

¢Cual es la incidencia social y sanitaria en relacion a la sobrepoblacion canina y su

correlacion respecto a la aplicacion de técnicas quirdrgicas y farmacoldgicas?

6. OBJETIVOS:

6.1 General

- Evaluar los efectos de la aplicacion de analogos o antagonistas de GhRH como
moduladores de hormonas sexuales para determinar la Inmunocastracion en

Canis Lupus Familiaris.

6.2 Especificos

- Aplicar vacuna anti GnRH en Canis Lupus Familiaris para determinar su efecto
modulador.

- Determinar la eficiencia de la vacuna anti GnRH a través del analisis de la
morfometria testicular y su incidencia en la histologia del testiculo.

- Evaluar la concentracion de hormonas sexuales masculinas antes y posterior al

tratamiento para determinar su dindmica.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

vacuna anti GnRH a
través del andlisis

morfometria,

Objetivo 1 Actividad | Resultado /actividad | Descripcién /actividad
Aplicar vacuna anti | Aplicacion Determinacion del Inoculacion de la vacuna
GnRH en Canis de la vacuna | efecto modulador de | via subcutanea, una sola
lupus familiaris para | anti-GnRH en la vacuna. dosis.
determinar su efecto | Canis lupus
modulador. familiaris.
Objetivo 2 Actividad | Resultado /actividad | Descripcién /actividad
Determinar la
eficiencia de la - L - -
Analisis de la | Determinacion de la | Mediciones del diametro,

eficiencia de la

longitud testicular, y

hormonas sexuales
masculinas antes y
posterior al
tratamiento para
determinar su

dindmica.

concentracion
de hormonas
sexuales

masculinas.

histologia vacuna y su grosor del escroto
de la morfometria . - .
testicular. incidencia en la . L
testicular y su _ Castracion quirargica y
estructura testicular. —
incidencia en la fijacion en placas
histologfa del histoldgicas.
testiculo.
Objetivo 3 Actividad | Resultado /actividad | Descripcién /actividad
Evaluar la Evaluacion Determinacion de la Obtencién de muestras
concentracion de de la dindmica hormonal a sanguineas antes de la

través de sus niveles

de concentracion.

inoculacion de la vacuna 'y
posterior a su aplicacion,
previo analisis de

laboratorio.




8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1 Clasificacion taxonémica del perro

Se dice que el perro es el primer animal en ser domesticado el cual ha convivido con el
hombre como compariero de trabajo o animal de compafiia. En cuanto a su tamafio o talla, su
forma o pelaje es muy diverso o variado segun su raza. Los perros acostumbran proteger y
complacer a su amo por lo que son considerados el mejor amigo del hombre (MARTINEZ,
2014).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del perro

REINO ANIMAL
DIVISION CORDADO (vertebrado)
CLASE MAMIFERO
ORDEN CARNIVORO
FAMILIA CANIDAE
GENERO CANIS
ESPECIE CANIS FAMILIARIS
SUBESPECIE CANIS LUPUS FAMIIARIS

Fuente: (MARTIN, 2016)

8.2 Anatomia testicular

El testiculo es un 6rgano de localizacion bilateral, se desarrolla a ambos lados en la regién
lumbar, medial al riidn embrionario, a partir de la cresta gonadal. Desde esta situacion
intraabdominal, el testiculo se desplaza hasta las bolsas escrotales situadas en el exterior de la
cavidad abdominal. Mediante el desplazamiento de los testiculos a las bolsas escrotales, se
logra disminuir algunos grados la temperatura del 6rgano. Lo cual es necesario para el
correcto desarrollo las células germinales masculinas. El responsable del descenso testicular
es el ligamento conductor o gubernaculum del testiculo. Como el testiculo, el gubernaculum

discurre por el interior del proceso vaginal y mediante un aumento de didmetro de su porcion



distal, produce un ensanchamiento del espacio inguinal, y su acortamiento, introduce el
testiculo en las bolsas escrotales (KONIG & LIEBICH, 2011).

8.2.1 Estructura gonadal

El aparato genital masculino estd formado por la: Porcion glandular: representada por los dos
testiculos que se originan en la region lumbar del abdomen y migran hacia la region inguinal.
Porcidn tubular: formada por las vias de recoleccion y transporte del esperma. Forma las vias
espermaticas. Los organos son: Epididimo y conducto deferente. Porcion uro-genital:
Constituido por un conducto largo e impar denominado uretra con sus glandulas anexas,
formaciones eréctiles y el pene. Ademas es importante mencionar el descenso testicular que
es la migracion por la cual cada gonada masculina, desarrollada en la region lumbar abandona
el abdomen, pasa por el espacio o conducto inguinal y se sitlan dentro de las envolturas que
hacen relieve sobre la region inguinal o sobre el perineo inguinal o sobre el perineo, en el
conejo, el canal inguinal y en particular el anillo interno se mantiene siempre abierto y sus
envolturas testiculares poseen formaciones musculares desarrolladas que pueden enviar al
testiculo hacia el interior del abdomen (GHEZZI, 2004).

Desempefian una doble funcion de la produccién de células germinales (gametogénesis) y la
secrecion de hormonas gonadales. Las células intersticiales que se localizan entre los tibulos
seminiferos se Illaman células de Leydig. Estas Gltimas secretan testosterona en el macho
(HAFEZ, 2000).

8.2.2 Estructura del testiculo

Los testiculos estan rodeados por una firme capsula de tejido Conectivo, la tunica albuginea,
que tiene 1-2 mm de espesor, esta compuesta por fibras de colageno. En la tunica albuginea
discurren en forma especifica segun el tipo de animal los grandes vasos sanguineos del
testiculo (arteria y vena testiculares). Por afuera del Testiculo se encuentra la hoja visceral del
proceso vaginal del peritoneo o epiorquio como una cubierta serosa de una sola capa. La
tunica albuginea mantiene bajo presion el parénquima testicular de modo que los
agrandamientos de volumen, por ejemplo en caso de inflamacion, originan grandes dolores.

Las partes de tejido conectivo del testiculo pueden subdividirse desde afuera hacia adentro en:



capsula de tejido conectivo (tunica albuginea), septos tejido conectivo (septos del testiculo) y
cuerpo de tejido conectivo (mediastino del testiculo) (CARAVACA, 2003).

Desde la cépsula irradian hacia el interior del testiculo pequefios tabiques de tejido conectivo,
los septos del testiculo, que dividen el parénquima testicular en lobulillos de forma piramidal.
Estos tabiques de tejido conectivo se unen entre si en el eje testicular, o algo desplazados en
direccion al epididimo, para formar el mediastino del testiculo. El parénquima testicular
incluye: tubulos seminiferos contorneados, tubulos seminiferos rectos y red del testiculo con
conductillos eferentes (DYCE, SACK, & WENSING, 2007).

Cada lobulillo testicular contiene entre dos y cinco canaliculos testiculares contorneados que
tienen a su cargo la formacion de las células germinales masculinas. La pared de estos
canaliculos testiculares contiene células de sostén (células de Sertoli) y células del epitelio
germinativo, estas Ultimas durante la espermatogenesis se diferencian desde espermaétides de
la fase acrosomica, de la fase de Golgi y de la fase de maduracién, hasta convertirse en
espermatozoides. Las funciones de las células de sostén consisten en producir diferentes
proteinas que dirigen la espermatogénesis, nutrir las células en diversos estadios de
diferenciacion, fagocitar gotitas citoplasmaticas y también liberar las esperméatides maduras a
la luz tubular (ASPINALL & O'REILLY, 2004).

Los tubulos seminiferos contorneados discurren en asas fuertemente enrolladas cuyas
terminaciones en linea recta, los tubulos seminiferos rectos, se introducen en la red del
testiculo. La red del testiculo se encuentra en el mediastino del testiculo. En el intersticio,
entre los tubulos seminiferos, se encuentran células intermedias de Leydig, las que producen
las hormonas sexuales masculinas o androgenos (testosterona). De la red testicular salen entre
8 y 12 conductos excretores del testiculo, densamente enrollados, que perforan la tunica
albuginea e ingresan en la cabeza del epididimo (KONIG & LIEBICH, 2011).
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Gréfico 1. Esquema Estructura del Testiculo
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Fuente: (GUEZZI, 2004)

8.2.3 Histologia testicular

Son dos 6rganos de forma oval, tiene funcidn exocrina, que corresponde a la produccién de
los gametos y funcion endocrina realizada por dos tipos de células testiculares, las células de
Leydig y las células de Sertoli. Estan localizados fuera de la cavidad peritoneal y contenidos
en el escroto, lo cual permite que la temperatura de los testiculos sea un grado menor a la
corporal. Dentro del escroto el testiculo se encuentra rodeado por la capsula testicular, la cual
esta formada por dos capas o tunicas: la mas externa es la tunica vaginal, formada por las
células mesoteliales derivadas del peritoneo. La capa interna corresponde a la tunica
albuginea y esta formada por tejido conjuntivo fibroelastico denso y algunas células
musculares lisas. Dentro de la tanica albuginea se localiza un estrato o capa vascular. La
tunica albuginea se proyecta al interior del érgano, formando al mediastino testicular; en esta
zona se localizan vasos sanguineos y linfaticos, nervios y los conductos intratesticulares
(FORTOUL, 2013).

Cada lobulillo contiene de uno a cuatro tubulos seminiferos muy contorneados, cuya funcion
es producir espermatozoides. La superficie luminal de cada tabulo seminifero esta tapizada
por un epitelio seminifero de varias capas celulares de espesor. Las células basales de este
epitelio son las células de Sertoli y los espermatogonios. Estos ultimos se dividen por mitosis
para replicarse y para producir espermatocitos primarios (diploides). Estos sufren la primera

division meidtica para generar espermatocitos secundarios que, al completar la segunda
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division meidtica, dan origen a espermatides haploides. Después de deshacerse de una gran
parte de su citoplasma, reorganiza su poblacion de orgdnulos y adquiere ciertos organulos
especializados, las espermatides se convierten en espermatozoides (GARTNER & HIATT,
2008).

Gréfico 2. Espermiogénesis
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Espermatogonias
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Fuente: (GUEZZI, 2004)

Las células en diferenciacion estan sustentadas por las células de Sertoli, que tiene como
funcién el sostén y nutricion para las células germinales. Ademas, las zonulae ocludentes
entre las células de Sertoli establecen una barrera hematotesticular que protege las células
germinativas en desarrollo de los fendmenos autoinmunitarios. El epitelio seminifero esta
apoyado sobre una membrana basal que a su alrededor tiene una tunica propia fibromuscular.
El tejido conjuntivo que rodea los tabulos seminiferos contiene pequefios cumulos de células
endocrinas productoras de androgenos, las células intersticiales de Leydig. Estas células
producen la hormona sexual masculina testosterona. La LH activa las células intersticiales de
Leydig que libera testosterona, la FSH induce a las células de Sertoli para la produccién de
adenilato ciclasa, que a través de un intermediario de cCAMP, estimula la sintesis de proteina
fiadora de androgenos (ABP). La Testosterona se une a la ABP y el complejo se libera hacia
la luz del tdbulo seminifero, donde la concentracion elevada de testosterona potencia la
espermatogénesis (WELSCH & DELLER, 2010).
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8.3 Revision de la fisiologia testicular

8.3.1 Espermatogénesis.

La espermatogénesis comienza inducida por la FSH; (WHITTEN, 1984), afirman que es poco
necesaria la presencia de testosterona para complementar el proceso. Las gonadotropinas de la
hipdfisis regulan directamente la mitosis y meiosis de las células germinativas, e

indirectamente de la maduracion de las espermatides (WHITTEN, 1984).

La espermatogénesis como tal, es un proceso largo y dirigido en el que las células madres
diploides de la base de los tubulos seminiferos (espermatogonias) se dividen por mitosis
pasando a espermatocitos primarios que se dirigen al centro del tubulo las cuales sufren
progresivas divisiones meidticas hasta diferenciarse en espermatidas haploides desarrollando
flagelo, luego tras su maduracién y paso a través del epididimo (WHITTEN, 1984) se liberan
como espermatozoides. La cantidad de luz diurna también tiene un fuerte efecto en el
funcionamiento testicular y en la temporada reproductiva debido a los efectos que tienen en la
hipofisis (CUNNINGHAM, 2003).

La gonadotropina y la secrecion de hormonas esteroides en el perro son controlados
principalmente por mecanismos de retroalimentacion que incluyen el hipotalamo, la glandula
pituitaria anterior, y las gbnadas. La gonadectomia es una técnica quirirgica que se realiza
con frecuencia en la practica veterinaria como un medio fiable de control de la poblacion,
altera el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal (HPG) (DONOVAN, 2013).

8.3.2 Testosterona

La testosterona, la dihidrotestosterona y los estrdgenos, regulan la sintesis y liberacion de LH
a través de una retroalimentacion negativa ejercida a nivel del hipotalamo o del I6bulo
anterior de la hipdfisis. Debido a que tanto la FSH como la LH son necesarias para la
existencia en los testiculos de una alta concentracion de sustancias responsables de una
espermatogénesis normal. (CUNNINGHAM, 2003).

Por tanto, puede verse que los androgenos no solo controlan los procesos reproductivos sino

el comportamiento asociado: la monta, la agresividad y el marcaje territorial. Partes del cortex
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cerebral de la region hipotaldmica tambien estdn implicados en la determinacion del
comportamiento sexual (PTASZYNSKA, 2007).

Cuadro 2. Testosterona

Clasificacion Testosterona (ng/ml)
Perro normal 0,5- 10,0 ng/mi
Castrado <0,2 ng/ml
Criptérquido unilateral 1,0 - 5,0 ng/ml
Criptérquido bilateral 0,1-2,0 ng/ml
Tumor de células de Sertoli 0,1 - 2,0 ng/ml con alza de estrogenos.

Fuente: (COUTO, 2000)

8.3.3 Eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal

La hipdfisis también llamada glandula, es una neuroglandula situada en pituitaria se divide en
el cerebro intermedio, en ella se da la conexion mas importante entre los dos sistemas de
regulacion, el nervioso y el endocrino. De este modo se distinguen tres partes: un lobulo
anterior denominado adenohipdfisis, o parsdistalis; un lobulo intermedio llamado

parsintermedia; y uno posterior denominado neurohipdéfisis (CUNNINGHAM J. , 2008).

Existen conexiones neurales entre el hipotdlamo y el I6bulo posterior de la hip6fisis a través
del tracto hipotalamico-hipofisario y conexiones vasculares entre el hipotalamo y el I6bulo
anterior de la hipofisis. La sangre arterial entra en la hipdfisis a traves de arterias hipofisarias

superior e inferior. La superior forma asas capilares en la eminencia media y la pars nervosa.
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De estos capilares fluye sangre hacia el sistema porta hipotalamico-hipofisario, que empieza y
termina en capilares sin pasar a través del corazon. Este flujo sanguineo le da a la glandula el

mecanismo de retroalimentacion negativa. (HAFEZ, 2000).

La puesta en marcha y el mantenimiento subsiguiente de la funcion testicular depende de la
adecuada secrecion pulsatil de GnRH por parte del gonadostato hipotalamico, que a su vez
determina la liberacion de las gonadotropinas hipofisarias, FSH y LH, hacia el torrente
sanguineo desde donde alcanzan el testiculo. A este nivel, la acciébn combinada de las
gonadotropinas pone en marcha dos funciones basicas: produccion de espermatozoides y
sintesis de androgenos. Ambos procesos, ademas de estar regulados hormonalmente por el
eje, dependen también de una compleja serie de interacciones de tipo autocrino y paracrino
entre las células germinales y las células de Sertoli, asi como entre las células de Leydig y las
células peri-tubulares (ARCE, CATALINA, MALLO, & FEDERICO, 2006).

La LH actua sobre las células testiculares de Leydig para estimular la sintesis de andrdgenos,
principalmente testosterona a partir de colesterol. Testosterona es necesaria para la
gametogénesis en los tubulos seminiferos y para la conservacién de libido y caracteristicas
sexuales secundaria. La FSH actla sobre las células de Sertoli para estimular la produccion
de proteinas y nutrientes necesarios para la maduracion del espermatozoide (BRUNTON,
CHABNER, & KNOLMANN, 2012).

La testosterona actia sobre las células germinales de manera que mantiene la
espermatogénesis. La prolactina actual junto con los androgenos sobre el crecimiento de las
glandulas accesorias. (CARAVACA, 2003)

8.3.4 Hormona liberadora de gonadotropina (gnrh).

La GnRH es el regulador central de la cascada reproductiva hormonal. Es un decapéptido (p-
Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 o p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-Tyr-Pro-
Gly-NH2) con estructura similar en todos los animales. En mamiferos, es sintetizada
principalmente en el area preodptica del hipotdlamo a partir de una preprohormona de 92
aminoacidos. La GnRH es considerada una neurohormona, ya que es una hormona producida
en una célula neuronal especifica y liberada en su terminal neural. EI gen GNRHI, para el

precursor de la GnRH, se localiza en el Cromosoma 8 (LOPEZ E. , 2009).
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Grafico 3. Esquema de la estructura de la hormona GnRH
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Fuente: (MARIA, 2014)

El extremo amino-terminal (azul) tiene un papel en la activacién del receptor, mientras que el
extremo carboxi-terminal (rosa) es requerido para la especificidad y la alta afinidad de union
al receptor de GnRH (REVELO, 2014).

A nivel hipofisario la secrecion pulsatil de GnRH provoca la liberacion de ambas
gonadotropinas, pero conforme la respuesta de FSH es rapida, existe un marcado periodo de
latencia de la LH, ya que tiene que promover la sintesis previa de LH a partir de su
correspondiente ARN. En cambio, la administracion continua de GnRH produce el fenébmeno
de desensibilizacion de sus receptores, con supresion de la liberacion de gonadotropinas, no
porque se haya agotado su depdsito sino por un bloqueo en los mecanismos desencadenados
tras la ocupacion del receptor. La secreciobn de GnRH es de caracter pulsatil y esta
influenciada principalmente por dos sistemas neuroquimico: el o-adrenérgico, de caracter

estimulador, y el opioide, de caracter inhibidor (FLORES, 2008).

La GnRH actla sobre los receptores hipofisarios de alta afinidad para estimular la produccion
y liberacion de FSH y LH. Se secreta principalmente por neuronas del area predptica y esta
constituida por tan solo 10 aminoacidos. La accion sobre la hipdfisis se inicia con la fijacion a
receptores especificos de la superficie celular, el proceso de liberacion se activa mediante la
movilizacion del calcio intracelular. Los agonistas adrenérgicos facilitan aparentemente la

liberacion de GnRH, mientras que los opiaceos endogenos la inhiben, los estrégenos
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aumentan la cantidad de receptores de GnRH y los andrégenos la reducen (BRANDAN,
2002).

La forma GnRH-I, es llamada también GnRH hipotalamica y corresponde a la aislada
inicialmente en mamiferos, por lo que también se la suele mencionar como mGnRH. Esta
primera forma de mamiferos y sus contrapartes en no mamiferos tiene una funcién
predominante en la regulacion de la pituitaria. El principal papel de la GnRH-I es estimular
las células gonadotropas de la hipofisis para producir hormonas gonadotrofinas. La estructura
molecular de la GnRH que originalmente se aisl6 de mamiferos es pPEHWSYGLRPG-NH2
(REVELO, 2014).

A nivel gonadal la GnRH tiene capacidad de actuar directamente sobre las células de Leydig
en el testiculo, porque existen tejidos receptores especificos para dicha hormona. En
concentraciones fisioldgicas es posible que la GnRH no actué directamente sobre las génadas,
pero a concentraciones elevadas o mediante agonistas potentes inhibe la accion de la LH
sobre la testosterona (FLORES, 2008).

8.4 Mecanismo de accidn de los analogos de la gnrh

8.4.1 Agonitas de lagnrh

Un agonista es un farmaco que se combina con un receptor e inicia una secuencia de eventos
gue conducen a una respuesta. Un agonista parcial actua a nivel del receptor pero produce un
efecto inferior maximo. Un agonista parcial que ocupa una fraccion significativa de la
poblacion de receptores disponible antagonizara la accion del agonista. (MADDISON, PAGE,
& CHURCH, 2004).

Los Agonistas de GnRH tienen relativamente algunas modificaciones en comparacion con la
GnRH nativa. Basicamente, se realizan los cambios de la glicina a posicién 6 y en la glicina-
carboxiterminal en posicion 10. La modificacion en la posicion 6 incrementa la vida media de
la molécula, pues estéa en la posicion de divisién por peptidasas, produce la degradacion en la
circulacion sanguinea. Las modificaciones en la posicion 10 aumenta la afinidad del receptor
100-200 veces en comparacion a la GnRH nativa (ABREU, 2006).

Los agonistas de la GnRH de uso habitual son el acetato de leuprorelina, el acetato de
nafarelina, acetato de buserelina y triptorelina (LOPEZ M. , 2008).
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8.4.2 Antagonistas de la gnrh

Un antagonista interactGa con un receptor para inhibir a accion del agonista sin desencadenar
ningun efecto por si mismo. Los antagonistas pueden ser competitivos y no competitivos: los
efectos de un antagonista competitivo se puede superar incrementando la dosis del farmaco;
por lo tanto, el antagonista tiene una accion reversible a nivel del receptor. El efecto de un
antagonista no competitivo no puede ser superado por completo de manera independiente a la
dosis, debido a la union irreversible del antagonista con el receptor (pero al cual el agonista no
se une) que impide el inicio del efecto (MADDISON, PAGE, & CHURCH, 2004).

Los antagonistas de la GnRH acttan blogueando el receptor de GnRH, produciendo una
supresion rapida y profunda y evitando el efecto flare up (BLASCO, y otros, 2011).

Los antagonistas actian compitiendo directamente por el receptor de la GnRH, uniéndose a €l
y bloguedndolo, ocasionando una inmediata y profunda supresion de la secrecion de
gonadotrofinas. Este mecanismo de accion depende del equilibrio entre la GnRH endogena y
el antagonista administrado. Este efecto antagonico es dosis dependiente. Los agonistas de la
GnRH, luego de un efecto estimulante inicial sobre la hipdéfisis (flare-up), inducen una
desensibilizacion de las células gonadotropas mediante la reduccion del niamero de receptores
de la GnRH en la membrana celular (down-regulation), suprimiendo la secrecion de
gonadotrofinas. La recuperacion de la funcién pituitaria ocurre mas rapida mente después del
uso de antagonistas que de agonistas del GnRH (LIMA, 2008).

Los antagonistas de la GnRH ofrecen varias ventajas potenciales sobre los agonistas. En
primer lugar, la duracion del tratamiento con un antagonista es mas corta que con un agonista.
Dado que su Unica finalidad es prevenir un pico prematuro de LH endogena y que sus efectos
son inmediatos, el tratamiento con antagonistas puede posponerse hasta un momento mas
avanzado del desarrollo folicular (después de 5-7 dias de estimulacién con gonadotropinas)
(LOPEZ M., 2008).

El principal efecto de las gonadotrofinas es promover la gametogénesis o, en su defecto, la
produccion de esferoides sexuales. En el testiculo los receptores de LH/hCG se encuentran
unicamente en las células de Leydig (BARZALLO, 2013).
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8.4.3 Acetato de buserelina:

La buserelina es un farmaco péptido agonista de GnRH, que comprende una secuencia de
nueve aminoacidos (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser (tBu) Leu-Arg-Pro-NH-Et. Sobre la base de
la identidad de estos productos de degradacién, se plantearon diferentes hipdtesis de
degradacion. En primer lugar, B-eliminacion directa del resto hidroxilo en el residuo de serina,
seguido por la fragmentacion en una amida (pGlu-His-Trp-NH2) y pyruvoyl (pyruvoyl-Tyr-
D-Ser (tBu) Leu-Arg-Pro- NH-Et) fragmentos de péptidos. En segundo lugar, la hidrdlisis
troncal directa produciria pGlu-His-Trp y Tyr-D-Ser (tBu) fragmentos de péptidos Leu-Arg-
Pro-NH-Et (D"HONDT, y otros, 2014).

La buserelina es una hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH). Es un analogo
sintético de LHRH (también conocida como hormona liberadora de gonadotropina
[GnRH]). Agonistas LHRH (LHRHa) inicialmente estimulan la liberacion de luteinizante
hormona (LH, gonadotropina), resultando en una elevacion transitoria en androgenos en suero
en hombres y estradiol en suero en mujeres. Sin embargo, la administracion cronica puede
causar baja regulacion de los receptores de LHRH, inhibiendo asi la secrecion de LH y en
ultima instancia las hormonas sexuales (andrégenos, estradiol). Por la disminucion de la
produccidn testicular de andrégenos en los hombres, LHRHa puede inhibir el crecimiento del
cancer de préstata dependiente de androgenos. Del mismo modo, reducir LHRHa la secrecion
ovarica de estradiol y progesterona en las mujeres, conduce a la inhibicién de los canceres
dependientes de estrégenos (DRUG, 2007).

8.4.4 Leuprorelina:

Analogo sintético de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH o LH-RH). Inhibe de
forma reversible la secrecion de gonadotropinas, y con ella la esteroidogénesis ovarica y
testicular (SALAZAR, PERATA, & PASTOR, 2009).

8.4.5 Cetrorelix:

El cetrorelix es el resultado de una modificacion a la secuencia nativa de GnRH mediante la
inclusion de cinco aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 6 y 10. Los grupos terminales amino

y acetilo le dan estabilidad y son necesarios para completar la actividad antagonista. Este
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antagonista de GnRH, produce a inhibicion inmediata de gonadotropinas, al unirse
competitivamente a los recetores de GnRH y bloquea su accion estimuladora enddgena sobre
as células hipofisarias. La GnRH es desplazada por el bloqueo de los receptores de alta y baja
afinidad. Tiene afinidad constante cinco veces mayor para el receptor de baja afinidad y 1.4
veces para el de alta afinidad. El efecto neto es inhibir de manera répida y eficaz la secrecion
de LH por las células gonadotréficas de la hipdfisis y, como consecuencia, reducir la
secrecion de esteroides gonadales (SUMANO & OCAMPO, 2006).

8.5 Meétodos de control de poblacion

El pilar principal del control de poblacion para perros y gatos es la esterilizacion quirdrgica a
través de ovario histerectomia y orquiectomia. Sin embargo, existen muchas razones por las
cuales tal vez no sean eficaces como el Unico método para el control de la poblacion. Se
requiere de anestesia, equipo meédico, instalaciones quirirgicas adecuadas, tiempo de
recuperacion apropiado, asi como la capacitacién avanzada de un veterinario. Asimismo,
conlleva el riego inherente de cualquier procedimiento quirdrgico. Muchas personas se
encuentran renuentes a someter a sus mascotas a lo que ellos perciben como un procedimiento
doloroso e invasivo. Para muchos propietarios, el costo de la cirugia resulta prohibitivo, sobre
todo en paises en desarrollo. Ademas, muchos perros y gatos carecen de duefio; asi, los
refugios y otras organizaciones para animales se hacen cargo de financiar las cirugias.
Esterilizar estos animales implica determinados métodos de captura que pueden requerir
personal. Uno de tales métodos son los programas de capturar-esterilizar-regresar para perros
callejeros (CATHEY, 2010).

8.5.1 Técnicas quirurgicas

Hay dos tipos de cirugia: la vasectomia y la orquiectomia. La vasectomia consiste en la
ligadura y generalmente la seccion de un fragmento del conducto deferente, que recordemos
era por donde se transportan los espermatozoides. No afecta al comportamiento del perro, ni
evita los problemas testiculares ni protaticos en la madurez. Unicamente evita que el macho
sea fértil si monta a una perra. La orquiectomia consiste en la excision de los testiculos, previa

ligadura del paquete vascular y del conducto deferente, a través de una incision realizada en el
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escroto o0 en la zona pre-escrotal. Es una cirugia muy sencilla y rapida, y el periodo
postoperatorio oscila entre 7 y 10 dias (VALERA, 2017).

8.5.2 Métodos no quirdrgicos de anticoncepcion en perros

La poblacion perros sin duefio y de vida callejera en el mundo se desconoce, pero nosotros
sabemos que existe una sobrepoblacion. Ellos representan un riesgo a la salud para las
personas y mascotas. Los perros de vida callejera, también pueden tener un impacto negativo
en las especies silvestres y en el ambiente. Ademas, la asistencia para los animales de la calle
resulta debatible y es probable que varie segln la localizacion, el clima y las actitudes de las
personas. Algunas evidencias indican que los perros callejeros tienen menores esperanzas de
vida que los perros con duefio (CATHEY, 2010).

8.5.3 Meétodos anticonceptivos quimicos en machos.

Es una alternativa a los métodos quirdrgicos, evitando asi las desventajas de la cirugia como
costo y cuidado posoperatorio. Estos métodos involucran la inyeccion bilateral de sustancias
irritantes dentro de las colas de los epididimos, cuya reaccion cicatricial, que se da en el tejido
epididimario en el sitio de inyeccion, bloguea el pasaje de espermatozoides desde el
epididimo al conducto deferente. Se pueden presentar dolor e irritacion, llegando a desarrollar
areas necroticas y Ulceras en el escroto cuando la solucién cae dentro de la cavidad escrotal
comprometiendo el bienestar animal. La Castracion Quimica Intraepididimaria consiste en la
aplicacion en la cola del epididimo de diversas sustancias como el gluconato de clorhexidina,
el etanol, la formalina y el cadmio, aunque muchos de estos requieren de dosis altas y tienen
efectos colaterales severos como en el caso del cadmio. La Orquiectomia Quimica consiste en
aplicar una inyeccion intratesticular de determinadas soluciones, como gluconato de zinc, que
produce necrosis del tejido testicular causando la no produccion de células germinales, asi

como alteracion de la produccién hormonal sexual (MUNOZ, 2011).
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8.6 Inmunocastracion.

El principal patron de liberacion de gonadotropinas es pulsatil y esta determinado por la
secrecion de GnRH desde el hipotalamo. La importancia de este sistema de reparto lo
demuestra el hecho de que si la GnRH se administrara de forma continua farmacol6gicamente
el sistema puede inactivarse. Una ocupacion continta de los receptores de GnRH en las
células gonadotropinas por la GnRH administrada, interrumpiria la sefial intracelular para la
sintesis y liberacion de gonadotropinas en el organismo. Se puede ver alterada la liberacion
pulsatil del GnRH enddgeno al aplicar de manera continua una GnRH sintética, si resaltamos
este pensamiento y lo relacionamos con los avances de las vacunas recombinantes, se
obtienen vacunas de nueva generacion que afecten el feedback reproductivo, creando de esta
manera inmunidad contra hormonas de la reproduccion como es el GnRH en los mamiferos,
obteniendo como resultado una supresion de la funcién normal de la capacidad reproductiva
de forma reversible, mientras la curva de anticuerpo de GnRH se mantiene en el organismo
por un determinado tiempo (CUNNINGHAM J., 2003).

Lo avances en el area de la fisio- inmunologia han permitido crear vacunas con la capacidad
de generar anticuerpos contra hormonas enddgenas, en este caso en particular el GnRH. Los
resultados en avances de diferentes especies muestran el éxito y el efecto directo de las
vacunas. (MUNOZ, 2011).

8.6.1 Inmunocastracidn en porcinos.

Los avances en esta area surgieron con la necesidad de controlar la poblacion de cerdos
ferales en zonas naturales en el Sur de Estados Unidos. Ademés se ha comprobado la
aplicabilidad de estas vacunas no solo en el control poblacional, sino su aplicabilidad desde el
punto de vista zootécnico; Pfize retoma esta iniciativa con su producto Improvac® y orienta
este tipo de biotecnologia para evitar un mal manejo en cuanto a estrés en los porcinos con la
castracion quirurgica, para mejorar el rendimiento en canal y eliminar el olor sexual

producido en los cerdos machos (EMA, s. f., 2013).
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8.6.2 Inmunocastracion en bovinos

En la especie bovina Pfizer fue pionero generando una vacuna recombinante con
especificidad a esta especie denominada Bopriva®, en un estudio realizado en 1,600 toros de
engorde, por el area de Salud Animal de Pfizer en conjunto a la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM), se demostro el efecto de la vacuna de anadlogo de GnRH,
establecida en diferentes tratamientos, demostrando claramente el efecto de la vacuna de
GnRH en supresion de niveles de testosterona hasta el dia 147 del estudio y disminuyo el peso
testicular de los toros expuestos a la vacuna. Caracteristicas de la carne (terneza) mejoraron en
los toros vacunados con la vacuna de GnRH (CHANTLER, 2012).

8.6.3 Inmunocastracion en camélidos.

Estudios en la Universidad de Oregon en los Estados Unidos, utilizando Canin Gonadotropin
Releasing Factor Immunotherapeutic® en alpacas y llamas, se logré demostrar el efecto
significativo de la vacuna en una poblacion de 18 unidades experimentales. Los efectos al
igual que en otras especies fueron la disminucién del volumen testicular, comportamientos
pasivos, disminucion de los niveles de testosterona y el aumento de la IgG en relacion a los
anticuerpo contra el GnRH (DONOVAN C. , 2013).

8.6.4 Inmunocastracion en animales de fauna silvestre.

Estados Unidos a través del Centro Nacional de Investigaciones en Vida Silvestre fue una de
las instituciones pioneras en la investigacion de este tipo de biotecnologias para crear
soluciones alternativas para el control de algunas especies de fauna silvestre que se
encuentran fuera de control en su reproduccion natural, de modo que dejan de equilibrar el
ecosistema y lo impactan de maneras inquietantes. GonaCon® surgio como respuesta a esta
problematica; abarcando una diferente gama de especies en donde como representacion y
orientacion principal tiene al venado cola blanca, que con solo una aplicacion de esta vacuna
contraceptiva provee inmunidad contra el GnRH hasta por 5 afios. La vacuna es
implementada para el control de ardillas, perritos de las padreras, caballos entre otros
(NWRC, 2013).
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8.6.5 Inmunocastracion en felinos.

Las investigaciones en esta biotecnologia con felinos han tenido resultados importantes en la
supresion del comportamiento sexuales de los gatos sometidos en estudios. Un reciente
estudio publicado por la revista Argos (2012) menciona que el uso de agonistas de la GnRH
puede suponer la solucién al problema de control reproductivo en los gatos. Los niveles de
testosterona en el gato son inferiores, permaneciendo basales durante al menos 390 dias. El
volumen testicular disminuye entre 3 y 4 veces y el comportamiento sexual de macho. Cabe
destacar que las espiculas penianas, cuya presencia estd ligada a la de la testosterona, no
desaparecen por completo hasta los 210 dias. Este mismo resultado se logra a través de la
aplicacion de vacunas contraceptivas, estudios realizados con el uso de vacunas
recombinantes a base del virus del herpesvirus felino tipo 1(FHV-1), utilizado como vector y
causar un efecto inmunogeno apropiado contra el GnRH, lo cual provea efectos deseados
(WAITE, 2006).

8.6.6 Inmunocastracion en caninos.

De igual forma en la especie canina se han realizado diferentes estudios, orientado a dar
nuevas alternativas en el control reproductivo de la especie; un estudios realizado en 8 perros
Beagle se empled una vacuna contraceptiva a base de péptido sintético de GnRHm combinado
con toxoide tetanico (TT), demostro el aumento del nimero de espermatozoides patoldgicos a
la determinacion por espermograma, ademas los perros inmunizados con la vacuna al ser
extraidos los testiculos y en cortes histoldgicos se evidencio la disminucion del diametro de
los tabulos seminiferos en donde se producen los espermatozoides a diferencia de perros no
inmunizados (BASULTO R., 2003).

En otro estudio realizado en la Universidad de Chile manifiestan que vacunas contraceptivas
en forma de sebo y parenteral, influyen directamente en los niveles de testosterona plasmatica
por debajo de 0.1ng/ml de absorbancia hasta el dia 75 post-inoculacion (ITURRIAGA, 2012).

Ademas, la liberacion ciclica por episodios (alzas periddicas) en animales normales puede
causar considerables variaciones en la concentracion basal de testosterona. En lugar de medir
niveles basales de testosterona para detectar animales criptorquideos, se ha desarrollado una

prueba denominada la prueba de respuesta a la hormona liberadora de gonadotropinas



24

(GnRH) o a la gonadotropina corionica humana (hCG).Estas pruebas son buenos indicadores
en la determinacion de testosterona en animales castrados, potros normales y criptorquideos.
La prueba de respuesta a GnRH es poco préactica en el equino debido al mayor costo (por la

dosis utilizada). Esta prueba es usada mas cominmente en perros (MATAMOROS, 2002).

8.7 Innosure (péptido sintético analogo del gnrh conjugado con toxoide de difteria)

solucidn inyectable para cerdos

IMPROVAC® es una vacuna que permite la castracion de los cerdos machos a través de la
creacion de anticuerpos contra la GnRH. No obstante, ademas de conseguir los efectos
deseados y acorde con la castracion quirdrgica, sus ventajas no son Unicamente el ahorrarse el
tiempo de castrar lechones y las pérdidas por este manejo, lo sorprendente fueron la mejora en

resultados productivos que nos presentaron (WORDPRES, 2012).

Improvac® es para uso en cerdos machos enteros como una alternativa de la castracion
quirdrgica que contribuye al bienestar del animal. Improvac® controla la acumulacion de
sustancias que confieren el olor sexual (incluyendo la androstenona y el escatol) después de la
segunda vacunacion a través de su efecto inhibidor sobre el GnRF (Factor de liberacién de
gonadotropinas) y sobre la produccion de testosterona. Improvac® se prepara a partir de un
andlogo de GnRF ligado a una proteina acarreadora. Se le agrega un adyuvante acuoso
sintético para incrementar el nivel y la duracién de la inmunidad. Cada ml de vacuna
proporciona 200 pg de conjugado proteico de GnRF (ALDAZ, 2012).

8.7.1 Accion del innosure (improvac®)

En el cerdo, el desarrollo y la funcién de los testiculos estan controlados por el factor
liberador de gonadotropinas (GnRF), que se segrega en el hipotdlamo. ElI GnRF se une a
receptores especificos de la hipofisis y provoca la liberacién de hormona luteinizante (LH) y
de hormona foliculoestimulante (FSH). La LH y la FSH actian sobre los testiculos para
regular la secrecién de esteroides testiculares, entre ellos testosterona y androstenona.
INNOSURE es una vacuna que estimula el sistema inmunitario del cerdo para producir

anticuerpos especificos frente al GnRF. Esto inhibe temporalmente la funcion testicular y por
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tanto detiene la produccion y acumulacion de los componentes responsables del olor sexual.
(ZOETIS, 2012)

Al estimular la produccion de anticuerpos especificos frente al GnRF, INNOSURE
interrumpe la cadena de acontecimientos que conduce a la liberacion en los testiculos de
testosterona y otros compuestos, como la androstenona, uno de las principales causantes del
olor sexual. El otro compuesto principal que causa el olor sexual es el escatol, cuya
concentracion disminuye porque, gracias a la menor concentracion de esteroides testiculares,
el higado lo puede metabolizar méas eficazmente. El Unico efecto directo de INNOSURE sobre
el cerdo es estimular la produccion de anticuerpos especificos que provocan la eliminacion del
olor sexual. INNOSURE no afiade hormonas al animal ni le estimula a que las produzca. Al
contrario, se trata simplemente de una forma inmunoldgica de suprimir temporalmente la
funcién testicular (MATUTE, 2013).

8.7.2 Contenido del innosure

El antigeno que contiene INNOSURE es un anélogo sintético e incompleto del GnRF natural
gue se conjuga (mediante un enlace covalente) con una proteina acarreadora (usada
frecuentemente en las vacunas pediatricas humanas). El andlogo de GnRF no tiene actividad
inmunoldgica por si mismo; por eso, para ser inmundgeno se tiene que conjugar con una

proteina “extraia” de mayor tamafio (ZOETIS, 2012).

8.7.3 Almacenamiento:

Almacenar entre 2° y 8°C. La exposicion prolongada a temperaturas mas altas puede afectar
la potencia del producto. No congelar (ZOETIS, 2012).

8.7.4 Administracion:

Administrar asépticamente 2 ml inyectados subcutaneamente (justo bajo la piel) en la base del
cuello, inmediatamente atras de la oreja (MATUTE, 2013).

Deberan administrarse dos dosis de la vacuna a los cerdos machos enteros en un intervalo de
al menos 4 semanas. La segunda dosis debera aplicarse 4 a 10 semanas antes del sacrificio.

Las recomendaciones anteriores acerca del método y el programa de vacunacion, el sitio de
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inyeccion deberan de seguirse cuidadosamente para asegurar el efecto éptimo y minimizar el
dafo a la canal. La inmunidad efectiva (el desarrollo de anticuerpos anti-GnRF) se desarrolla
aproximadamente entre los 10 y los 14 dias después de la administracion de la segunda dosis
de la vacuna (MATUTE, 2013).

8.8 Efectos de la vacunacion en cerdos

Reduccion testicular. Disminuye la produccién de testosterona. Disminuye el olor a verraco:
reduccion de los niveles de androstenona por la disminucion de la testosterona y ésta
disminucion, a su vez, aumenta el metabolismo hepéatico y eliminacién del escatol.
Recordemos que la androstenona y el escatol son los responsables de los olores en las carnes
de machos enteros (WORDPRES, 2012).

Disminuyen los comportamientos de montas y agresividad. El olor sexual de los animales
tratados se reduce a niveles imperceptibles (tal y como sucede en los castrados
quirargicamente). Podemos ver claramente que la deposicion de grasa es superior a la del
macho entero pero muy inferior a la del castrado quirdrgico lo que hace extremadamente

interesante la vacunacion versus a la castracion fisica (WORDPRES, 2012).

8.9 Marco referencial

“EFECTO DE LA APLICACION DE ANALOGOS O ANTAGONISTAS DE GnRH
COMO MODULADORES DE INMUNOSUPRESION DE HORMONAS SEXUALES EN
LAGOMORFOS”

Autores:
- SANDRA DEL CARMEN RAMOS SAILEMA
- CARMEN ESTEFANIA NOLASCO CAIZA

LATACUNGA - ECUADOR - 2016
UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

CONCLUSIONES
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e En la presente investigacion la aplicacion de analogos o antagonistas de la GnRH
demostro su efecto modulador -inmunosupresor del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonadal
al incidir sobre los niveles de concentracion de las hormonas sexuales LH, FSH y
testosterona en caninos.

e Respecto a los constitucion de la vacuna, se establecio la composicion quimica del
bioldgico anti-GnRH, a base de un analogo sintético de la hormona liberadora de
Gonadotropinas (PMSG), que se conjugo a la bacterina clostridium toxoide, con un
adyuvante (hidréxido de aluminio) para energizar los efectos en las unidades
experimentales.

e La vacuna generada demuestra ser eficiente en los tratamientos T3 y T4; respecto a la
morfometria testicular se evidencia que produce reduccion del tamafio de los
testiculos, hipotrofia testicular, demostrando reduccion en el diametro escrotal y
testicular. Asi, al andlisis microscépico de los tejidos gonadales estos presentaron
diferencias en las estructuras, demostrando una reduccion del diametro mayor y menor
de los tubulos seminiferos, reduccién de espermatogonias y ausencia de
espermatozoides.

e En relacién a la dinamica de concentracion de hormonas sexuales masculinas estas
presentaron desniveles en su concentracion sérica, efecto inmunosupresor generado
por las diferentes dosis de vacuna aplicadas; determinando que los animales del T3 y

T4 fueron los que mejor respondieron al tratamiento.

“ EVALUACION DE LA EFICACIA DEL PEPTIDO SINTETICO ANALOGO DEL GNRH
CON TOXOIDE DIFTERICO, COMO METODO CONTRACEPTIVO EN CANIS LUPUS
FAMILIARIS MACHOS EN EL CANTON PRIMAVERA, MUNICIPIO DE SANTA ANA,
DEPARTAMENTO DE SANTA ANA, EL SALVADOR.”

Autores:
- BR.AYALA DIAZ WILLIAN JONATAN
- BR.CHAHIN COLOCHO CARLOS EMILIO
- BR.JOVEL CASTANEDA EVER EZEQUIEL

AGOSTO DE 2014

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
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CONCLUSIONES:

9.1

9.2

A partir de la semana 10 post-vacunacion, se evidencio una disminucion testicular en
las dimensiones de largo y ancho, en los tratamientos con refuerzo.

La relacion del efecto inmundgeno provocado por la vacuna, produjo anticuerpos anti
GnRH, bloqueando la funcion de la GnRH enddgena.

Al aplicar la dosis de dos mililitros con refuerzo a las cuatro semanas, causo efectos
significativos en la reduccion de los niveles séricos de testosterona, influyendo en la
funcién reproductiva. Observando los menores resultados, a partir de las semanas 15 y
16 de la fase de campo del experimento.

En nuestro pais esta vacuna puede ser una alternativa viable, como método de control
de poblaciones caninas.

Al comparar los niveles de testosterona con los tamafos testiculares, existe una
relacién altamente significativa tras la vacunacién, determinando que a menores
niveles de testosterona, existirA un menor tamafio testicular en los animales
inmunizados, debido a la dependencia de la testosterona en la funcion y estructura
testicular.

En los animales inmunizados, se observo una reduccion en los parametros etologicos
de agresividad, libido y fugas de casa, influenciadas por la reduccién de los niveles
séricos de testosterona, al verse afectada la GnRH enddgena por una respuesta

inmunoldgica, siendo la testosterona la responsable del comportamiento sexual.

PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS:

Hipotesis alternativa

- Mediante la aplicacion de la vacuna Anti GnRh en Canis lupus familiaris se genera
efecto de inmunosupresion de la funcion reproductiva.

Hipotesis nula

- Mediante la aplicacion de la vacuna Anti GnRh en Canis lupus familiaris no se

genera efecto de inmunosupresion de la funcion reproductiva.
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10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL:

Se empleara un disefio t de estudent para detectar la existencia de diferencias significativas
entre las medias de una determinada variable cuantitativa en dos grupos de datos. Es una
prueba estadistica que nos permitira evaluar si dos grupos difieren estadisticamente entre si,
de manera significativa respecto a sus medias. Es una prueba apropiada para comparar los
promedios de dos grupos, y especialmente apropiado como analisis para el disefio
experimental de solo postest de dos grupos al azar. Esta opcion debe utilizarse cuando la
comparacion se realice entre las medias de dos poblaciones independientes (los individuos de
una de las poblaciones son distintos a los individuos de la otra) La prueba calcula estadisticos
descriptivos para cada grupo, la igualdad de varianzas, asi como los valores de t para
varianzas iguales y desiguales y el intervalo de confianza del 95% para la diferencia de

medias.

Cuadro 3. Esquema de animales experimentales (canis lupus familiaris)

Testigos 4
Experimentales 4
Total 8

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017



Cuadro 4. Variables e Indicadores

Variable Independiente Variable Dependiente Indicadores
Morfologia testicular:

- Diametro del testiculo cm

- Longitud del testiculo cm
Vacuna anti GnRH Hormonas:

- Lh ul/l

- Fsh ul/i

- Testosterona ng/mL

Fuente: Directa

Elaborado por: POLO, Diana, 2017

10.1 Descripcion de la metodologia

10.1.1 Toma de muestra de sangre:

a) Materiales:

- Jeringas de 5 ml de capacidad

- Algoddn con alcohol

- Tubos vacutainer recolectores para serologia

- Guantes de latex

- Hieleras

- Depébsito para descarte
- Gradilla para tubos

- Bozales

- Papeleria en General

- Marcador permanente

30
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b) Método toma de muestra de sangre

- Se sujet6 al canino utilizando un bozal, para facilitar su manejo.

- Se identificé del mejor sitio de puncidn venosa, (vena cefélica o vena safena).

- Serasurd el area, dos centimetros cuadrados sobre el vaso sanguineo, se desinfectd el
area, con algodon impregnado de alcohol al 95%.

- Se realiz6 hemostasis por encima del sitio a puncionar.

- Se realizd una puncion en el vaso sanguineo, introduciendo la aguja con el bisel de la
misma apuntando hacia arriba, en un angulo de 45 grados aproximadamente, sobre la
vena que se encontraba resaltada por la presion debido a la hemostasia.

- Se realizo ligera aspiracion del émbolo, para verificar que efectivamente se introdujo
la aguja al vaso sanguineo.

- Se aspird del émbolo de la jeringa para colectar la muestra de sangre. Una vez
colectada la cantidad suficiente de muestra, se retird la aguja haciendo presion con una
torunda de algodon sobre el sitio donde se realiz6 la puncion.

- Se depositaron cinco mililitros de sangre en los tubos vacutainer sin anticoagulante,
con activador de coagulacién con silicon para serologia y su posterior envio al
laboratorio.

- El transporte se realiz6 en couler a una temperatura de 4°C, protegiéndola de los rayos

solares y golpes, trasladandolas lo méas pronto posibles tras su extraccion.

10.1.2 Determinacion del tamario testicular:

a) Materiales:

- Calibrador o pie de rey y hoja de control.
b) Método:

- Para la medicion testicular, se utilizé un calibrador o pie de rey, midiendo el ancho del
testiculo justo en la linea imaginaria que corta el testiculo en su plano trasversal y la
medicion del largo del testiculo se midio desde la cabeza del epididimo hasta la base

del mismo.
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10.1.3 Aplicacion del péptido sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide de

difteria.

a) Materiales:

- Innosure®

- Jeringas de 3 ml. de capacidad

- Algodén
- Alcohol
- Guantes de latex

- Depésito para descarte

- Bozalesy correas

b) Unidades experimentales:

- Canis lupus familiaris machos enteros

11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS:

11.1 Hormona lh

Cuadro 5. Niveles de Concentracion Hormonal en Canis lupus familiaris (LH, mUl/ml)

Experimento

pre -

post - vacuna

Grupo control

Grupo control

IDENTIFICACION | vacuna LH después LH
LH Ul/i antes LH Ul/I
ul/l Ui/
1 1,31 1,01 1,16 2,45
2 1,05 1,22 1,14 3,78
3 1,26 1,04 4,89 2,29
4 1,22 1,16 6,28 6,28

Fuente: Directa
Elaborado por: Polo Diana, 2017
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Gréfico 4. Niveles de Concentracién Hormonal en Canis lupus familiaris (LH, mUI/ml)
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Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En el Cuadro N° 5, y en el grafico N° 4 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
LH, pre y post experimentacién y el grupo control, en las que se observa que existen
diferencias numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los
niveles de concentracion de LH. Asi, los niveles de LH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastracion fue de 1,05 a 1,31 mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 1,01 a 1,22 mUI/ml; sin embargo en el grupo control los niveles de concentracion
hormonal de LH son superiores presentando valores que van de 1,14 a 6,28 mUl/ml. Se
considera que esos valores se ajustan a los rangos del estado fisioldgico del aparato
reproductor masculino y del mecanismo de espermiogénesis y de esperamatogénesis, segun lo
reportado por (VALERA, 2017).
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Tabla 1. Pre vacuna vs. Post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 1,2100 1,1075
Varianza 0,0127 0,0098
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,9119
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 0,9891
P(T<=t) una cola 0,1978
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,3955
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 1, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,3955) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre y post tratamiento. Sin
embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el valor de la
media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son inferiores al de la

variable 1; por tanto, la vacuna reflejaria un efecto no tan marcado.
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Tabla 2. Pre vacuna vs. Grupo control antes

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 1,1075 3,3675
Varianza 0,0098 6,8785
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,0189
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -1,7234
P(T<=t) una cola 0,0916
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,1833
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 2, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,1833) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre vacuna y grupo control
antes. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1; existiendo diferencias entre las variables 1 y 2; por tanto, se considera que los

valores obtenidos reflejarian el estatus fisiolégico normal del canino.
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Tabla 3. Pre vacuna vs. Grupo control después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 1,1075 3,7000
Varianza 0,0098 3,4045
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,6589
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -2,9107
P(T<=t) una cola 0,0310
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,0620
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 3, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0620) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre vacuna y grupo control
después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1; por tanto, se considera que esos valores se ajustan a los rangos del estado
fisiolégico del aparato reproductor masculino y del mecanismo de espermiogénesis y de
esperamatogénesis, segun lo reportado por (VALERA, 2017).
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Tabla 4. Grupo control antes vs. Grupo control después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable Variable

1 2
Media 3,3675  3,7000
Varianza 6,8785  3,4045
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,5475
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,2979
P(T<=t) una cola 0,3926
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,7852
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 4, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,7852) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion del grupo control antes y
grupo control después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias,
determinando que el valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de
concentracion son levemente superiores al de la variable 1; por tanto, se considera que esos
valores se ajustan a los rangos del estado fisiologico del aparato reproductor masculino y del
mecanismo de espermiogénesis y de esperamatogénesis, relacionados con la fisiologia
testicular, segun lo reportado por (VALERA, 2017).
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11.2 Hormona foliculo estimulante

Cuadro 6. Hormona Foliculo Estimulante

Experimento
Grupo control
i pre -vacuna| post-vacuna | Grupo control )
IDENTIFICACION después FSH
FSH UI/I FSH UI/I antes FSH Ul/I

ul/l

1 2,13 1,13 1,12 2,99

2 1,08 1,02 1,12 4,01

3 1,41 1,25 2,36 2,78

4 1,5 1,03 4,61 5,76

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Grafico 5. Hormona Foliculo Estimulante
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Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En el Cuadro N° 6, y en el grafico N° 5 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
FSH, pre y post experimentacion y el grupo control, en las que se observa que existen
diferencias numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los

niveles de concentracion de FSH. Asi, los niveles de FSH antes de la aplicacion de la vacuna
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de inmunocastracion fue de 1,08 a 2,13 mUI/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 1,02 a 1,25 mUI/ml; sin embargo en el grupo control los niveles de concentracion
hormonal de FSH son superiores presentando valores que van de 1,12 a 5,76 mUl/ml. Se
considera que esos valores se ajustan a los rangos del estado fisioldgico del aparato
reproductor masculino y del mecanismo de espermiogénesis y de esperamatogénesis, respecto
a la funcion testicular, segun lo reportado por (VALERA, 2017).

Tabla 5. Pre vacuna vs. Post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2
Media 1,5300 1,1075
Varianza 0,1926 0,0115
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,2700
Diferencia hipotética de las

medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 1,9990
P(T<=t) una cola 0,0697
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,1395

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 5, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,1395) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre y post tratamiento. Sin
embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el valor de la
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media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son inferiores al de la
variable 1; por tanto, se reflejaria el efecto de la vacuna.

Tabla 6. Pre vacuna vs. Grupo control antes

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 1,5300 2,3025
Varianza 0,1926 2,7082
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson -0,1170
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,8818
P(T<=t) una cola 0,2214
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,4428
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 6, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,4428) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre vacuna y grupo control
antes. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1; por tanto, se considera que esos valores se ajustan a los rangos del estado
fisiolégico del aparato reproductor masculino y del mecanismo de espermiogénesis y de

esperamatogénesis, respecto a la funcion testicular, segun lo reportado por (VALERA, 2017).
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Tabla 7. Pre vacuna vs. Grupo control después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 1,5300 3,8850
Varianza 0,1926 1,8511
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson -0,2886
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -3,0477
P(T<=t) una cola 0,0278
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,0555
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 7, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0555) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracién pre vacuna y grupo control
después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1; por tanto, se considera que esos valores se ajustan a los rangos del estado
fisiologico del aparato reproductor masculino y del mecanismo de espermiogenesis y de

esperamatogénesis, segun lo reportado por (VALERA, 2017).
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Tabla 8. Grupo control antes vs. Grupo control después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable Variable

1 2
Media 2,3025  3,8850
Varianza 2,7082  1,8511
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,7702
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -3,0038
P(T<=t) una cola 0,0287
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,0575
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 8, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0575) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion del grupo control antes y
grupo control después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias,
determinando que el valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de
concentracion son superiores al de la variable 1; por tanto, se considera que esos valores se
ajustan a los rangos del estado fisiol6gico del aparato reproductor masculino y del mecanismo

de espermiogénesis y de esperamatogénesis, segun lo reportado por (VALERA, 2017).
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11.3 Hormona testosterona

Cuadro 7. Testosterona ng/ml

Grupo control | Grupo control
pre - vacuna | post - vacuna )
. antes después
IDENTIFICACION | testosterona | testosterona
testosterona | testosterona
ng/mL ng/mL

ng/mL ng/mL
1 4,13 2,13 2,25 2,76
2 3,29 3,78 1,11 3,42
3 53 3,11 6,93 5,87
4 4,32 4,98 7,46 5,73

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Grafico 6. Testosterona ng/ml
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Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En el Cuadro N°7, y en el grafico N° 6, se presenta los niveles de concentracién de hormonas
Testosterona, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen
diferencias numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los
niveles de concentracion de testosterona. Asi, los niveles de testosterona antes de la aplicacion
de la vacuna de inmunocastracion fue de 3,29 a 5,3 ng/ml, y disminuyeron por efecto de la
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vacuna a rangos de 2,13 a 4,98 ng/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de testosterona son superiores presentando valores de 6,48 a 8,55
ng/ml; asi, en el grupo control los niveles de concentracion hormonal de testosterona son
superiores, presentando valores que van de 1,11 a 7,46 ng/ml. Por tanto, se considera que
estos valores se ajustan a los rangos del estado fisioldgico del aparato reproductor masculino
y del mecanismo de espermiogénesis y de esperamatogénesis, segin lo reportado por
(VALERA, 2017).

Tabla 9. Pre vacuna vs. Post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 4,2600 3,5000
Varianza 0,6810 1,4326
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson -0,1385
Diferencia hipotética de las medias ~ 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 0,9838
P(T<=t) una cola 0,1989
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,3978
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Polo Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 9, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,3978) es mayor que el nivel

de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre y post tratamiento. Sin
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embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el valor de la
media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son inferiores al de la
variable 1; por tanto, se consideraria que existe efecto leve de la vacuna, sobre la
concentracion de testosterona. Posiblemente se reflejaria un efecto mas marcado posterior a la

segunda dosis, como lo reportado en cerdos.

Tabla 10. Pre vacuna vs. Grupo control antes

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 4,2600 4,4375
Varianza 0,6810 10,4018
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,7872
Diferencia hipotética de las medias ~ 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,1352
P(T<=t) una cola 0,4505
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,9010
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 10, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona testosterona, ya que el p-valor (0,9010) es mayor que
el nivel de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre vacuna y grupo
control antes. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando

que el valor de la media de la variable 2 presenta niveles de concentracion levemente
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superiores al de la variable 1; por tanto. Por tanto, se considera que estos valores se ajustan a
los rangos del estado fisioldgico del aparato reproductor masculino y del mecanismo de
espermiogénesis y de esperamatogénesis, respecto a la funcion testicular en el canino, segun
lo reportado por (VALERA, 2017).

Tabla 11. Pre vacuna vs. Grupo control después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 4,2600 4,4450
Varianza 0,6810 2,5239
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,7049
Diferencia hipotética de las medias  0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,3177
P(T<=t) una cola 0,3858
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,7716
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 11, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona testosterona, ya que el p-valor (0,7016) es mayor que
el nivel de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion pre vacuna y grupo
control después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias,
determinando que el valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de

concentracion son levemente superiores al de la variable 1. Por tanto, se considera que estos
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valores se ajustan a los rangos del estado fisioldgico del aparato reproductor masculino y del
mecanismo de espermiogénesis y de esperamatogénesis, respecto a la funcion testicular en el
canino segun lo reportado por (VALERA, 2017).

Tabla 12. Grupo control antes vs. Grupo control

después

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable
1 Variable 2

Media 4,4375 4,4450
Varianza 10,4018 2,5239
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson 0,9454
Diferencia hipotética de las medias ~ 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,0083
P(T<=t) una cola 0,4969
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,9939
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 12, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona LH, ya que el p-valor (0,9939) es mayor que el nivel
de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion del grupo control antes y
grupo control después. Sin embargo, se observa diferencias en los valores de la medias,
determinando que el valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de

concentracion son semejantes al de la variable 1; por tanto, se considera que esos valores se
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ajustan a los rangos del estado fisioldgico del aparato reproductor masculino y del mecanismo

de espermiogénesis y de espermatogénesis, segun lo reportado por (VALERA, 2017).

11.4 Inmunoglobulina IgG

Cuadro 8. Niveles de Concentracién de inmunoglobulinas 1IgG mg/ml

Experimento

Grupo
pre - vacuna post - vacuna Grupo
) ] ] control
IDENTIFICACION | Inmunoglobuli | Inmunoglobulin | control antes g ]
espués
nas IgG mg/dl | as IgG mg/dl 1gG mg/dlI
IgGmg/dl
1 1617,1 1167,6 1386,9 1293,62
2 1362,24 1293,62 1638,3 1239,7
3 1473,77 1301,21 1256,4 1567,9
4 1566,02 1239,7 1538,8 1863,2
Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017
Grafico 7. Niveles de Concentracién de inmunoglobulinas IgG mg/ml
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En el Cuadro N° 8, y en el grafico N° 7 se presenta los niveles de concentracion de
inmunoglobulinas 1gG, pre, y post aplicacion de la vacuna de inmunocastracion, en las que se
observa que existen diferencias numeéricas entre los promedios, presentando rangos superiores
e inferiores en los niveles de concentracion de 1gG. Asi, los niveles de IgG antes de la
aplicacion de la vacuna de inmunocastracion fue de 1362,24 a 1617,1 mg/dl, y
disminuyeron a rangos de 1167,6 a 1301,21 mg/dl, posiblemente porque la primo
vacunacion es insuficiente para generar un efecto estimulante del sistema inmunitario; sin
embargo, en el grupo control los niveles de concentracion de IgG son superiores, presentando
valores que van de 1239,7 a 1863,2 mg/dl. Se considera que esos valores se ajustan a los
rangos del estado fisiologico del sistema inmunitario y podria estar supeditados por influencia
continta de factores externos, que concuerda con lo reportado por (PTASZYNSKA, 2007).

Tabla 13. Pre vacuna vs. Post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 1504,7825 1250,5325
Varianza 12548,4639 3806,6281
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson -0,8533
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 3,0308
P(T<=t) una cola 0,0281
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,0563
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Las medias entre las variables 1 y 2 presentan diferencias.
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En la tabla N° 13, nos indica que no existe diferencia estadistica significativa con relacién a
la hormona LH, ya que el p-valor (0,0563) es mayor que el nivel de significancia (0,05) en

relacién a los niveles de concentracion de IgG de los grupos de tratamiento y de control.

Cuadro 9. Morfometria testicular

pre— |post- |pre-— post — pre - post — pre — post -
|dentificacion |/acuna | vacuna |vacuna  |vacuna |vacuna |vacuna |vacuna |vacuna
Largo |Largo |Largo Largo Ancho |Ancho Ancho |Ancho
test |test testizq |testder |testder |testder |testizq |test
der cm |der cm |cm cm cm cm cm der cm
1 3,1 3 2 3,9 0,89 1,3 0,9 1,2
2 4 2.1 3 2 1,6 1.4 1,6 1.4
3 4 4,1 4,3 3,8 14 1,2 1,3 11
4 4 3 4 3 2 2 2 2
Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017
Grafico 8. Morfometria testicular
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Elaborado por: POLO, Diana, 2017
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Tabla 14. Largo del testiculo derecho - pre vacuna vs post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 3,7750 3,0500
Varianza 0,2025 0,6700
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,0407
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 1,5797
P(T<=t) una cola 0,1061
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,2123
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Respecto al cuadro N° 9 y gréafico N° 8, se presenta los promedios (testiculo derecho) de la
morfometria testicular de los individuos inmunocastrados y su relacion al efecto respecto a la
utilizacion pre y post vacuna, se observa que las diferencias numéricas de promedios en
relacién a la morfologia testicular (longitud)no presentan diferencias considerables. Estas
diferencias son independientes en cada individuo, sin embargo se evidencia que posterior a la
vacuna el testiculo detiene su desarrollo y luego va recuperando progresivamente su tamafio.
Ademas, se observa que no existe diferencia estadistica significativa con relacion al largo del
testiculo, ya que el p-valor (0,2123) es mayor que el nivel de significancia (0,05). Sin
embargo, se observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el valor de la
media de la variable 2 establece que sus medidas son inferiores a la variable 1; por tanto,
existe efecto de la vacuna en relacion al desarrollo testicular. Concordando con (YU. L; Y
colaboradores, 2002) quienes investigaron la administraron intraperitoneal de hormona
liberadora de gonadotropina-PE40, determinando induccién a la castracion en las ratas macho,
generando alteracion estructural y funcional en el sistema reproductivo, que es muy similar a

los efectos generados obtenidos respecto a la inmunosupresion del desarrollo gonadal. Por lo
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tanto, se considera que en el caso de los inmunoesterilizados empiezan a reducir o detienen su
crecimiento significativamente, posiblemente la dosis tenga un efecto directamente
proporcional a la magnitud de sus resultados. Se coincide con lo reportado por (MEDRANO
H; y colaboradores. 2007) en el que describen el efecto sobre las gonadas de terneros

utilizando anti GnRH.
Tabla 15. Largo del testiculo izquierdo - pre vacuna vs post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 3,3250 3,1750
Varianza 1,0892 0,7758
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,0317
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 0,2163
P(T<=t) una cola 0,4213
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,8426
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En la tabla N° 15, se presenta los promedios (testiculo izquierdo) de la morfometria testicular
de los individuos inmunocastrados y su relacién al efecto respecto a la Pre vacuna vs. Post
vacuna, se observa que las diferencias numéricas de promedios en relacion a la morfologia
testicular (longitud) no presentan diferencias considerables. Estas diferencias son
independientes en cada individuo, sin embargo se evidencia que posterior a la vacuna el
testiculo detiene su desarrollo y luego va recuperando progresivamente su tamafio. Ademas,
se observa que no existe diferencia estadistica significativa con relacion al largo del testiculo,
ya que el p-valor (0,8426) es mayor que el nivel de significancia (0,05). Sin embargo, se

observa diferencias en los valores de la medias, determinando que el valor de la media de la
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variable 2 establece que sus medidas son inferiores a la variable 1; por tanto, existe efecto de
la vacuna en relacion al desarrollo testicular. Concordando con (YU. L; Y colaboradores,
2002) quienes investigaron la administracion intraperitoneal de hormona liberadora de
gonadotropina-PE40, determinando induccion a la castracion en las ratas macho, generando
alteracion estructural y funcional en el sistema reproductivo, que es muy similar a los efectos
generados obtenidos respecto a la inmunosupresion del desarrollo gonadal. Por lo tanto, se
considera que en el caso de los inmunoesterilizados empiezan a reducir o detienen su
crecimiento significativamente, posiblemente la dosis tenga un efecto directamente
proporcional a la magnitud de sus resultados. Se coincide con lo reportado por (MEDRANO
H; y colaboradores. 2007) en el que describen el efecto sobre las génadas de terneros

utilizando anti GnRH.
Tabla 16. Ancho del testiculo derecho - pre vacuna vs post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 1,4725 1,4750
Varianza 0,2130 0,1292
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,7822
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -0,0174
P(T<=t) una cola 0,4936
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,9872
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En la tabla N° 16, se presenta los promedios (testiculo derecho) de la morfometria testicular
de los individuos inmunocastrados y su relacion al efecto respecto a la Pre vacuna vs. Post

vacuna, se observa que las diferencias numéricas de promedios en relacion a la morfologia
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testicular (ancho) no presentan diferencias. Estas diferencias son independientes en cada
individuo, sin embargo se evidencia que posterior a la vacuna el testiculo detiene su
desarrollo y luego va recuperando progresivamente su tamafio. Ademas, se observa que no
existe diferencia estadistica significativa con relacion al largo del testiculo, ya que el p-valor
(0,9872) es mayor que el nivel de significancia (0,05). Sin embargo, no se observa diferencias
en los valores de la medias, determinando que el valor de la media de la variable 2 es similar a

la variable 1; por tanto, no existe efecto de la vacuna en relacion al desarrollo testicular.
Tabla 17. Ancho del testiculo izquierdo - pre vacuna vs post vacuna

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 1,4500 1,4250
Varianza 0,2167 0,1625
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,8616
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t 0,2116
P(T<=t) una cola 0,4230
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,8460
Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

En la tabla N° 17, se presenta los promedios (testiculo izquierdo) de la morfometria testicular
de los individuos inmunocastrados y su relacién al efecto respecto a la Pre vacuna vs. Post
vacuna, se observa que las diferencias numéricas de promedios en relacion a la morfologia
testicular (ancho) no presentan diferencias. Estas diferencias son independientes en cada
individuo, sin embargo se evidencia que posterior a la vacuna el testiculo detiene su

desarrollo y luego va recuperando progresivamente su tamafio. Ademas, se observa que no
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existe diferencia estadistica significativa con relacion al largo del testiculo, ya que el p-valor
(0,8460) es mayor que el nivel de significancia (0,05). Sin embargo, no se observa diferencias
en los valores de la medias, determinando que el valor de la media de la variable 2 es similar a

la variable 1; por tanto, no existe efecto de la vacuna en relacion al desarrollo testicular.
Discusion

Tras los resultados obtenidos en el presente estudio, en relacion a los valores hormonales de
LH,FSH, testosterona, morfometria testicular , y la valoracién histoldgica realizada en
colaboracion con los Laboratorios de Diagnostico de AGROCALIDAD, vy el laboratorio de
Diagnostico Veterinario ANIMALAB, presentamos a continuacion el anélisis de los

inmunoesterilizados y grupo control o testigo respectivamente.

En relacion a la aplicacion de vacuna anti-GnRH, se establecié que su efecto en los CANIS
LUPUS FAMILIARIS su efecto es dosis dependiente; ya que asi refleja, su accién a nivel del
eje hipotalamo- hipofisis —gonadal, y que su efecto se produciria a partir de la segunda dosis,
ademas la respuesta inmunitaria medida por el analisis de inmunoglobulinas no determino
cambios importantes; por lo tanto los niveles hormonales de concentracion sérica de LH,
FSH, testosterona no demostraron cambios significativos. Estos leves desniveles hormonales
se ven reflejados en la disminucién de los rangos en relacion al ancho mas que a la longitud
testicular. Asi, el mayor efecto en relacion a los rangos de niveles de concentracién hormonal
se presentd en el grupo de los tratamientos de la variable 2 en relacion a la variable 1; por lo
tanto, la vacuna posiblemente estaria retrasando el crecimiento gonadal. Apoyando a la
hipétesis de que existe una ventana de progreso durante el desarrollo testicular, de tal manera
que la perturbacién de la unidad endocrina a las génadas durante este periodo resultan en un
deterioro a largo plazo de la funcion gonadal y del desarrollo de las estructuras testiculares,
coincidiendo con lo que reporta (AHMAD J; Y Colaboradores, 2011).

Ademas, se encontraron pocas diferencias en los tubulos seminiferos respecto a sus medidas;
el diametro mayor y menor tubular no disminuyé considerablemente, estableciendo
diferencias Unicamente numéricas entre los grupos de los tratamientos respecto al grupo
control. Se observaron capas de celulas mioides en la pared de los tdbulos seminiferos,
coincide con lo descrito por Setchell et al. (1994), quien ademas describe varias capas de estas

células para el hombre, el carnero y el gato.
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Se analizaron las muestras de los testiculos tanto del grupo control como el tratamiento,
identificables por su estructura macroscopica conservada, donde puede evidenciarse que son
maduros sexualmente por la presencia de células espermaticas en todas sus faes de desarrollo.
Sin embargo, en el grupo del tratamiento se encontraron células atrofiadas en menor grado y
numero, carentes de gotas citoplasmaticas neutras, indicativas de lipididos, y su citoplasma
ligeramente pélido. En el parénquima testicular de los inmunoesterilizados se observaron
tubulos seminiferos sin lumen, con pocas espermatidas elongadas y con presencia de
espermatozoides. Los tubulos seminiferos evidencian escasa atrofia del epitelio germinal.
Persisten las células de Sertoli, identificables por sus nucleos basales caracteristicos. La
muestra incluye segmentos de epididimo (cabeza, cuerpo y cola), en las que se evidencia
ausencia y presencia de espermatozoides en la luz tubular. Asi, Beilli, 2002 sefiala que la FSH
induce a la célula de Sertoli a producir proteina ligadora de androgeno que son de gran
importancia para el desarrollo de la espermatogénesis y maduracion de los espermatozoides,
ademas, el nimero de espermatogonias depende del nimero de células de Sertoli. Al no
existir disminucion marcada de FSH como consecuencia esta no produciria muerte de las
células germinales, y por lo tanto la produccion de espermatozoides se consider6 adecuada en
el grupo control y comparable al grupo de tratamiento. Asi, el efecto individual en los
inmucastrados presentaron tdbulos seminiferos con escaso lumen y linaje espermatogoénico
poco disminuido; sin embargo, los del grupo control presentaron tibulos seminiferos con
lumen, con el linaje espermatogénico completo y abundantes espermatozoides. Ademas, cada
tubulo se encontraba limitado por una membrana basal delgada, y una mono capa de células
mioides; el mediastino testicular, presento tejido conectivo denso con fibras elasticas, en
donde se apreciaron los tibulos que conforman la rete testis, revestida por un epitelio cibico
simple. Asi, el intersticio testicular estd compuesto de tejido conectivo laxo con escasos
fibroblastos. También se observaron vasos sanguineos Yy células intersticiales. Segun
ALDANA y otros en el 2011, indica que la gonadotropina es la responsable de instruir a la
glandula pituitaria a iniciar la sintesis de la hormona LH y FSH, y que cuando se bloquee la
sintesis de estas hormonas el crecimiento testicular se interrumpe, asi como el desarrollo de

los tubulos seminiferos.

Con relacion a los tamafios de los testiculos (largo y ancho), estos datos se relaciona
directamente con los pesos de los testiculos derecho e izquierdo, demostrando una reduccion
numérica insuficientemente significativa, considerando como principal factor la dosis de

vacuna y su frecuencia de aplicacion respecto con la supresion de hormonas LH, FSH vy
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testosterona; asi, con concordancia a los autores como DICKSON que en el afio 2005
menciona que el tamafio de los tdbulos seminiferos estd de acuerdo al tamafio de los
testiculos, y el inicio de la pubertad y madures sexual, y esta podria verse influenciada con la

fisiologia o fisiopatologia del eje hipotalamo hipofisis- gonadal.

Es importante sefialar que en el analisis macroscépico en algunos individuos se observo
aparentemente ligera atrofia y endurecimiento testicular, asi como la pérdida de elasticidad
escrotal. Las caracteristicas morfométricas testiculares se redujeron levemente tras la

aplicacion del tratamiento de inmuno-esterilizacién comparado con el grupo control.

Finalmente, podriamos concluir que existe una funcionalidad similar respecto a los receptores
proteicos de GnRH, FSH y LH en la especie — Canis lupus familiaris y que su efecto esta
supeditado a dosis y frecuencia de aplicacion de la vacuna, comparada con los efectos en la
especie porcina para la que fue creada la vacuna reportandose efectos importantes en el eje-

hipotdlamo gonadal.

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS):
a. Técnico:

- Se genero supresién de las hormonas sexuales masculinas

- Puede ser una alternativa a la castracién quirtrgica

b. Social:

- Control poblacional de los perros callejeros

c. Ambiental:

- No se produjo



13. PRESUPUESTO DEL PROYECTO:

Recursos Cantidad Unidad V. Unitario $ | Valor Total
Tubos
Vacutiner®
1 8 1.10 8.80
Tapa Roja sin
anticoagulante
Anélisis FSH
nalists FS 1 8 28 224
Andlisis de LH 1 8 28 224
Anadlisis 1 8 30 240
Testosterona
Analisis de 1Gg 1 8 26 208
Andlisis 1 12 12 144
histopatolégicos
de los testiculos
Muestras de
sangre 1 8 0 0
Vacunas 1 1 160 160
inmunologica
$1208.8

TOTAL

58
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14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

14.1 Conclusiones

En la presente investigacion la aplicacion de analogos o antagonistas de la GnRH
demostro su efecto modulador -inmunosupresor del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonadal
al incidir sobre los niveles de concentracion de las hormonas sexuales LH, FSH y
testosterona en Canis Lupus Familiaris.

Respecto a la aplicacion de la vacuna, se establecio que el canis lupus familiares es
dosis dependiente y su frecuencia de aplicacion es determinante para generar efecto
modulador del eje hipotalamo- hipofisis — gonadal.

La vacuna demostraria su efecto a partir de la segunda dosis; asi, respecto a la
morfometria testicular se evidencia que produce reduccion muy ligera del tamafio de
los testiculos, escasa hipotrofia testicular, demostrando una ligera reduccién en el
diametro testicular, no incidiendo de manera macada en la fisiologia gonadal. Asi, al
analisis microscopico de los tejidos gonadales se observa muy pocas diferencias de
hipotrofia en las estructuras, demostrando casi nula reduccion del diametro mayor y
menor de los tubulos seminiferos, asi, como de espermatogonias y espermatozoides.
En relacién a la dinamica de concentracion de hormonas sexuales masculinas estas
presentaron ligeros desniveles en su concentracion sérica, efecto inmunosupresor
generado por la dosis de vacuna aplicada; sin embargo, para generar el efecto es

necesario una segunda inoculacion.

14.2 Recomendaciones

Con la técnica empleada en el presente estudio (inmunocastracion), se recomienda
aplicar la vacuna anti-GnRH en canis lupus familiaris a la mitad de la dosis
recomendada en porcinos (1ml), ademéas dependiendo del peso del animal, con un
intervalo de 15 a 21 dias para producir un efecto inmunosupresor del eje hipotalamo —
hipd6fisis gonadal.

Dosis 0,3 — 0,5 ml en individuos de 600 Gr a5 Kg de peso

Dosis 0,5 — 1 ml en individuos de 5 kg a 15 Kg de peso

Dosis 1 — 1,5 ml en individuos de 15 kg a 30 Kg de peso
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Dosis 1,5 - 2 ml en individuos de 30 kg en adelante

Posibilitar la implementacién de la técnica de inmunoesterilizacién en un mayor
namero de animales tanto machos como hembras, y valorar el factor de estrés
generado por la vacuna.

Realizar estudios acerca de la viabilidad de aplicacién de la vacuna anti GnRH en
hembras, validando los protocolos empleados referentes a dosis, frecuencia y via de
aplicacion.

Continuar con el seguimiento de la presente investigacion, y determinar si existe la
posibilidad de reversién de los efectos generados por la inmunoesterilizacién en los
animales inoculados y su efecto en la fertilidad.

Considérese a la inmunoesterilizacion como una alternativa muy atractiva y

econdémicamente aplicable, respecto a la castracion quirdrgica.
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ANEXO N.-1 AVAL DE TRADUCCION.

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro Cultural de Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que: La traduccion del resumen del
proyecto investigativo al Idioma Inglés presentado por la sefiorita, Polo Calva Diana
Fernanda egresada de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales, cuyo titulo es, “EFECTO DE LA APLICACION DE
ANALOGOS O ANTAGONISTAS DE GNRH COMO MODULADORES DE
INMUNOCASTRACION DE HORMONAS SEXUALES EN CANIS LUPUS
FAMILIARIS”, lo realiz6 bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura

gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del

presente certificado de la manera ética que estimaren conveniente.

Latacunga, Marzo 2017

Atentamente.-

Msc. Edison Morales Pacheco Pruma
DOCENTE CENTRO CULTURAL DE IDIOMAS
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ANEXO N.-4 FOTOGRAFIAS.

Fotografia 1. Medicion Testicular

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Fotografia 2. Aplicacion del péptido sintético andlogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria.

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017



Fotografia 3. Placa histoldgica de tubulos seminiferos grupo testigos (10x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Fotografia 4. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo tratamiento 2 (10x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017



Fotografia 5. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo tratamiento 3 (10x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Fotografia 6. Placa histoldgica de tdbulos seminiferos, grupo tratamiento 4 (10x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017



Fotografia 7. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo testigo (20x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histol6gico de tlbulos seminiferos: Medicion con el programa MOTIC IMAGEN PLUS 2.0 ML del didmetro mayor y

menor del tdbulo.

Fotografia 8. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo tratamiento 2 (20x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histologico de tubulos seminiferos: Medicion con el programa MOTIC IMAGEN PLUS 2.0 ML del didmetro mayor y

menor del tdbulo.



Fotografia 9. Placa histoldgica de tlbulos seminiferos, grupo tratamiento 3 (20x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histolégico de tlbulos seminiferos: Medicion con el programa MOTIC IMAGEN PLUS 2.0 ML del didmetro mayor y
menor del tbulo.

Fotografia 10. Placa histolédgica de tubulos seminiferos, grupo tratamiento 4 (20x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histoldgico de tubulos seminiferos: Medicion con el programa MOTIC IMAGEN PLUS 2.0 ML del diametro mayor y
menor del tubulo



Fotografia 11. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo testigo (40x)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histoldgico de tibulos seminiferos. Se observa los elementos celulares del epitelio seminal: espermatogonias (A),

espermatocitos (B), espermatides (C), espermatozoides (D).

Fotografia 12. Placa histolégica de tbulos seminiferos, grupo tratamiento 2 (40X)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histologico de tubulos seminiferos. Se observa los elementos celulares del epitelio seminal: espermatogonias (A),

espermatocitos (B), espermétides (C), espermatozoides (D).



Fotografia 13. Placa histoldgica de tibulos seminiferos, grupo tratamiento 3 (40X)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histol6gico de tlbulos seminiferos. Se observa un elemento celular en el epitelio seminal: espermatogonias
(A).ausencia de espermatocitos, espermatides y espermatozoides.

Fotografia 14. Placa histolégica de tubulos seminiferos, grupo tratamiento 4 (40X)

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

Corte histoldgico de tubulos seminiferos. Se observa un elemento celular en el epitelio seminal: espermatogonias
(A).ausencia de espermatocitos, espermatides y espermatozoides.
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ANEXO.-6 Perfil hormonal pre experimentacion fsh

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

“ANIMAILAB CIA. LTDA.”

Direc.: Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesus

Telfs.: Of. 022314376 / Cel.

M.V.Z. Hernan Calderon

0984 484 385 / 0997 984 371 = Mail: c.d.c.v.animalab@hotmail.com
Machachi - Ecuador

Director ANIMAL

INFORME DE RESULTADOS

Codigo: R POE AB- 19 01
Revision: 03
Fecha de Aprobacion: 2016 -02- 04

Focha de recepcién:
Focha do realizacién:
Fecha de entrosa:

Miércoles, 19 de octubre d1 2016
Mié 1 19 de octubre dl 2016
Martes, 29 de noviembre del 2016

No DE CASO: A-899-2016
CODIGO: QHI1S-001-2016

PROPIETARIO: Srta. Diana Polo TELEFONO: 09877189061
RUC: 17216263570 UBICACION: Cotopaxi-Latacunga-Latacunga
HACIENDA: Universidad Técnica MAIL: danapolca@hotmail.com
SOLICITANTE: Dr. Miguel Gutiérrez RESPONSAIBLE: MV.Z Hernan Calderon
ESPECIE: Canina RAZA: Bulldog Terrior
EDAD: 1Ase SEXO: Macho
N* DE MUESTRAS: 1 TIPO DE MUESTRA  Suero
PRUEBAS SOLICITADAS: EFSH (F1L Foliculo E lante)
METODO- ELLSA.
TECNICO QUE TOMO LA
MUBSTRA: Muestra proporcionada por el cliente
OBSERVACION:
RESULTADOS
[ IDENTIFICACION FSH [ ONIDAD | INTERPRETACION I ]
DOGGY I 1.50 UL/l 056 - 822 l N '
Estos resultados son validos solo para la (s) =) lizada(s) y se prohibe la sal o total de este documento,

sin la autorizacién de ANIMALB. CILA LTDA.

REV.O>

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

SGC ANIMALAB ISO/ [EC 170252005

6/6



ANEXO.-7 Perfil hormonal

pre experimentacion testosterona

= CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

ANIMALAB CIA. LTDA”

irec.: Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesus

D
Of. 022314376 / C

0984 484 385 / 0997 984 371 = Mail: c.d.c.v.animalab&@@hotmail.com

Telfs.:
ME. Hat it Oaldaron Machachi - Ecuador
SIIMALAR
Codigo: R POE AB- 19 01
INFORME DE RESULTADOS Revizion: 03
Foecha de Aprobacion: 2016 -02- 04

No DE CASO: A-800_2016

CODIGO: QIS -001-2016
Focha de recepscidn: Miércoles, 19 de octubre d1 2016
Focha de = Mis 1 19 de octubre dl 2016
Feocha de ontroga: Martes, 29 de noviembre del 2016
PROPIETARIO: Srta. Diana Polo TELEFONO: 0987718961
RUC: 17216263570 UBICACION: L = L naa-—Lat ot
FIACIFEND A Universidad Técnica MAIL: danapolca@heortr
SOLICITANTIS: Dr. Miguel Gutiérre= RESPONSABILE: MV.Z Hernan Calderdn
ESPECIE: Canina RAZA: Bulldos Terrier
EDAD: 1 Aso SEXO: Macho
N® DE MUESTRAS: 1 TIPO DEMUESTRA  Suaro
PRUEBAS SOLICITADAS:  FSH (FI a Foliculo E. 1
METOIDO-: ELLS A
TECNICO QUE TOMO LA
MUESTRA- M, 3o la por ol cliente
OBSERVACION,

RESULTADOS
TN TIEIC A CT TS ONID A ITNTERPRETA CION I ]
IDOGGY. l 150 l L1 056 - B2 l N I

Estos resultados son validos solo para la (=)

1 o total de este documen to,

=) 1

sin la autorizacién de ANIMALB. CLA LTDA

REV.O>

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Dian

S.GC ANIMALAB IS0/ [EC 170252005

a, 2017

ANEXO.-8 Perfil hormonal pre experimentacion 1gG

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

ADNIMAILADB CIA. LTDA”

Direc.: Av.

Telfs.: Of. 022314376 / Cel.:

0984 484 385 / 0997 984 371 = Mail:
Machachi - Ecuador

Pablo Guarderas y Mariana de Jesus
c.d.c.v.animalab@hotmail.com

Codigo: R FPOE AB- 19 O1

Director Arit

Revisicn: 03

INFORME DE RESULTADOS

Foeche de Aprobacion: 2016 -02- 04
No DI CASO: A 800 2016

CODIGO: PES_ 0202016

Focha de roceyscicn:
Focha de realizacién:

Misrcoles, 19 de octubre dl 2016
Miercoles, 19 de octubre d1 2016
2O de noviembre del 2016

Focha de cntroga: Martos,
PROPIFTARICO: Srta. Diana Polo TELEFONO: 09877185961
RUIC 721 >70 B ICACION: ot ~Lat Lat =
HACIEND A Universidad Técnica PMATL danapolcad@hotmail.cam
SOLICITANTE: Dr Misuel Gutidrro=z RESPONSABLE: MVZ Hernan Caldordn
ESPECIE: CTanina RAZA: Bulldos Terrior
EDAD: 1AGc SEXO: Macho
N” DE MUDISTRAS: 1 TIPO DE MUBESTRA Suere
PRUI'BAS SOLICITADAS: Inmunoglobulina G (IaG)
METODO- Turlbid: trie A
TRCNICO QUE TOMO LA
MUESTRA- ™M proy la por ol clicnat
OBSERV ACTON.
RESULTADOS
C TN TIEIC A CICON 1 IsC T ONTHOAD | TNTERPIRIE LA CICON ] | 1
IDCOCECSEY I 1566.0=2 l xxaey Al l TOO — 2000 l ~N l
1 L) v me o la voy 16 total de aste documento,

Eatos resultados son validos solo para la () mucstra (=)

in la autorizacién de ANIMAL . CLA LTI>A.

REV.O™

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Di

S.CGOC ANIMALAR ISO/ IHEC 170252005

ana, 2017

“cn



ANEXO.- 9 Perfil hormonal post experimentacion lh

SR

Telfs.: Of. 022314376 / Cel.:
Machachi -

M.V.Z. Hernan Calderon

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

“ANIMALADB CIAL LTDA-

Direc.: Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesus
1 0984 484 385 / 0997 984 371 - c.d.c.v.animalab@hotmail.com
Ecuador

Mail:

Codigo: R POE AB- 15 01

Oiroctor ArSiMALAB

INFORME DE RESULTADOS

Rovizicn: 03
Feche de Aprobacion: 2016 -02-
No DI CASO: A 0762016

Lunoa 21 de noviembre del 2016
21 de bre del 2016
Jums, 22 de diciembre del 2016

Focha de recepcian:
Focha de realizacidn:
Focha de ontrosar

CODIGO: QIT7 00222016

PROPIETARICO: Sxta. Diana Polo TELEFONO: ()987718961
RUC: 17221 e 4 UBICACION: . asa—-lL.at. Pt
TIACIFNID A Un;wrsidad Téecnica MAIL danapolcad@h:
SOLICITANTE: Dr. Misuel Gutidérrez RESPONSABLE: MV.Z Hernan Calderdn
ESPECIE: Canina RAZA: Bulldos Terricor
EDAD: 1 Aso SEXO- <he
N" DE MUESTRAS: 1 TIPO DEMUESTRA  Suero
PRUPBAS SOLICITAIDAS: LI (Hormona Luteinizante)
METODO, S.AL
TRECNICO QU TOMO LA
MUESTRA. por e ¥ ¥ la por el clicnte
OBSERVACION:
RESULTAIDOS
TN LI IC A C T I FT CINIID AL INTERPRELACT 1 |
DOGGY l 116 I LS Ve ! I 012 - 4.0> l ~N l

16 tortal de aste docunento,

Estos resultados son validos salo jpara la (=) (&) 1
sin la autorizacién de ANIMALF. CILA LTIDA.

2 2

SCGC ANIMALAB ISO/ TEC 170252005

REV.OS

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

ANEXO.- 10 Perfil hormonal post experimentacion fsh

Telrs.:

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

ANIMAILADB CIA. LTIDOA”

: Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesu
o984 a84 385 / 0997 984 371 = Mail: c.d.c.v.animalab@hotmail.com
Machachi - Ecuador

Codgigo: R POE ABS- 15 01

INFORME DE RESULTADOS

Revisicn: 03
Fecha de Aprobacion: 2016 02— 04
No DE CASC: A_O76_ 2016

Luna.u, 21 de noviembre del 2016

Focha do roecaeyscisn:
bre del 2016

CODICEO: QRIS 0022016

Focha do realizacidn:
Focha de cotrosa: J' 22 de < bre del 2016
PROPIETARIO: Sxrta. Diana Polo T FFONO- 0087718061
RUIC: 172162657 LIS ICCACTION: T at Aa-latacuansea
FLACIFEND A Un lveysldad Técnica MATL: danapolca@hbotmail.com
SOLICTITANTE: Dr. Migsuel Gutidrros= RESPONSABSLI: MV.Z Hernan Caldordn
ESPrcre: Canina RAZA: Bulldos Torrier
D A: l Aso SEXO: Macho
N D TIPO DI MUESTRA  Suoro
PRUEBAS SOLICITADAS. Fsl—l (FHlormona Foliculo Extimulante)
METO! ELLS.A.
TRCNICO QUE TOMO LA
MUBSTRA- ™ . da ppor ol clionto
OBSERVACION:
RESULTADOS
TN T TR A IO AT> TNTERPRET A CICN | | ]
DOGGY. I 1.0>5 l 11 l 056 —- s I ~N I

prarcial o total de cste documan to,

Fatos resultados son validos solo para la (=)
sin la auntortzacion de ANIMALD. CLA LTIDA

REV.O>S SCGC ANIMAL AR ISO,/ TEC

Fuente: Directa
Elaborado por: POLO, Diana, 2017

@ =

17252005



ANEXO.- 11 Perfil hormonal post experimentacidn testosterona

o
Moz

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

“ANIMALAB CIA. LTIDA”Y

c.: Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesus

0984 484 385 / 0997 984 371 - Mail:

Dire
: Of. 022314376 / Cel.:
Machachi - Ecuador

Telfs.:

: e.d.c.v.animalab@hotmail.com

Diroctor AriMALA

INFORME DE RESULTADOS

Codigo: R POE AB- 19 01
Revizion: 03
Fecha de Aprobacien: 2016 -02- 04

No DE CASO: A-976-2016

Focha de raceypscidn:
Focha de roalixacicn:
Focha de ontrosa:

PROPIETARIO:

ESPrCIr:
EDAD:

NT DE MUES

PRUIBAS SOLICITADAS:
METODO:

TRCNICO QUE TOMO LA
MUBSTRA:

Lunmu, ?1 cle noviembre del 2016
bro del 2016
Juev@n. 24 c]e diciembre del 2010

CODIGO: QHIS 0022016

o

Srta. Diana Pole TELEFONO: 0087718061
17216263570 UBICACION: | 2 T.at Pe
Universicdad Técnica MATT danspolca@hotmail.com
Dr. Misuel Gutidérroz RESPONSABLI: MV.Z Hernan Caldordon
CTanina RAZA: Bulldos Terrier
1 Aso SEXO: Macho

TIPCO DI MUESTR.A Suaero

1
TESTOSTERCONA.
ELLS.A

™M la por ol clicnte

OBSERVACION:
RESULTADOS
TN TIFIC A CION TESTOSTERONA ONTDOATD ITNTERPRET A CION. NI AT
DOGGY 1408 o ol Eanal 0.0 - 825 e el
Doayiads cle
crirenamaen o X = 1520
«) 1 O la 16 total de cste documanto,

Flatos resultados son validos solo ypara la ()
MALES.

sin la autorizacion de AN

REV.O>

Fuente: Directa

- CLA LTI AL

SCGC ANIMAL AR ISO/ TEC 170252005

Elaborado por: POLO, Diana, 2017

ANEXO.- 12 Perfil hormonal post experimentacion 1gG

2 2

ENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

“ANIMAILADB CIA. LTDA”

Direc.:

OFf. 022314376 / Cel.: 0984 484 385 / 0997 984 371 = Mail:

Telfs.:
Machachi - Ecuador

Av. Pablo Guarderas y Mariana de Jesus
c.d.c.v.animalab@hotmail.com

ArIIMALABR

INFORME DE RESULTADOS

Codige: R POE AB- 19 01
Revizion: 03
Feche de Aprobacien: 2016 -0z 04

No DI CASCO: A O76. 2016

Focha de recepcién:
Fecha de realizacién:
Focha de entresa:

Lunea. 21 de noviembre del 2016
21 de bre del 2016
22 cles <L bre del 2010

J
Sxrta. Diana Polo TELEFONO: 087718061
17216263570 UBICACION:

Universidad Técaica

MAIL -
Dr Miguel Gutidrrez RESPONSABLIS:

RAZA- Pulldos Terrior

CODICEO: PRS- 0212016

Cotopaxi-Latacungsa-Latacunsa
danaspolca@hotmail.com
MV Z IHHernan Calderdn

Canina
1ASo SrI<c: Macho
1 TIPCO DI MUESTRA Suaro
PRUEBAS SOLICITAIDAS: Inmunoalobulina G (IsC)
METODO. Turbidimotria Automzatizadas
TRECINICO QUE TOMO LA
ESTRA Muestra proporcionada por ol clicnte
OBSERVACION.
RESULTADOS
[ TN T IC A C IO | | I T ONTHO A | TINTERPRET A CICON 1
DOCGSY. l 12350970 I gy <l l ZOO 2000 ~N l

Eatos resultados son validos sclo para la (=)
ANIMALY.

sin la auntorizacion de

REV.OS

Fuente: Directa

Elaborado por: POLO,

(o8} 1
CTIA LTDAL

SCGC ANIMALAR ISO./ [EC 170252005

Diana, 2017

16 total de ecste documaento.



