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I.- RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar los niveles séricos de testosterona y los
cambios morfométricos e histoldgicos en testiculos de conejos, a 4, 12 y 24
semanas posteriores a la administracion de una vacuna anticonceptiva a base de
GnRH. Se utilizaron 30 conejos machos con una edad promedio de 2 meses y un
peso de 2,328 gr, divididos en 6 grupos de 5 conejos. 3 grupos recibieron 2.0ml de
la vacuna a base de GnRH, los 3 grupos restantes recibieron 2.0ml de solucién
salina, repitiendo el tratamiento para todos los grupos a las 4 semanas. Para
evaluar los cambios morfométricos, fueron registradas las mediciones semanales
de longitud y didmetro testicular durante todo el estudio, para observar los
cambios histolégicos se sacrificaron 2 grupos de conejos (vacunado, no vacuado)
en 3 momentos posteriores a la segunda aplicacién del tratamiento y procesado
los testiculos para su observacion con objetivos de 10x, 40x y 100x., y para la
medicion de testosterona se colectd una muestra de sangre. Los conejos tratados
mostraron una disminucion en la morfometria testicular, teniendo su mayor efecto
en la semana 4, para posteriormente tener un crecimiento gradual hasta el término
del estudio. Los cambios histolégicos revelan un proceso temporal de atrofia
testicular como respuesta al proceso de inflamacién agudo, sin encontrar necrosis.
Los niveles de testosterona sérica en los conejos tratados con la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH presentaron menores concentraciones en todos
los momentos evaluados, teniendo un incremento gradual. Concluyendo que la
vacuna a base de GnRH en conejos tiene efectos temporales y no genera lesiones
gue comprometan su funcionalidad.

Palabras clave: inmunocontracepcion, génadas, eje Hipotalamo-Hipofisis-
Gonadas, morfometria testicular, atrofia.



II.- ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate serum testosterone levels and morphometric
and histological changes in rabbit testes, 4, 12 and 24 weeks after administration
of a contraceptive vaccine based on GnRH. 30 male rabbits were used with an age
of 2 months and a weight of 2,328 grams, divided into 6 groups of 5 rabbits. 3
groups received 2.0ml of GnRH-based vaccine, the other three groups received
2.0ml of saline solution, repeating the treatment for all groups at 4 weeks. To
evaluate the morphometric changes were measured weekly the length and
testicular diameter during the study, to observe the histological changes 2 groups
of rabbits (vaccinated, not vaccinated) in 3 different times after the second
application of treatment, were slaughtered and processed testicles for observation
with objectives 10x, 40x and 100x., and was collected a blood sample to measure
the testosterone serum levels. The treated rabbits showed a decrease in testicular
morphometry, having its greatest effect at the week 4, and later showed a gradual
growth until the end of the study. Histological changes reveal a temporal process of
testicular atrophy in response to acute inflammation process, not finding necrosis.
testosterone serum levels in rabbits treated with the contraceptive vaccine based
on GnRH had lower concentrations at all times evaluated, with a gradual increase.
Concluding that the GnRH-based vaccine in rabbits have temporary effects and
does not generate injuries that compromise their functionality.

Keywords: immunocontraception, gonads, the hypothalamic-pituitary-gonadal,
morphometry testicular atrophy.



l1l.- INTRODUCCION GENERAL

Conocer la biologia reproductiva permite realizar acciones de forma programada y
tener una mayor eficiencia en el uso de los recursos biologicos, materiales,
financieros y humanos para lograr el mayor rendimiento de las explotaciones

pecuarias (Hafez, 2002).

Este conocimiento es uno de los logros mas emblematicos de la investigacion del
en el campo de las ciencias de la vida y la zootecnia permitiendo mejorar la
productividad y la tasa de mejoramiento genético de los animales destinados a la
produccion de leche, lana, carne, huevos, pieles y mieles, asi como de

incrementar la calidad de sus productos (Ricaurte, 2006).

El desarrollo cientifico tecnologico y la aplicacion de nuevas técnicas han
permitido hacer mas eficientes los procesos, reducir el intervalo entre partos,
sincronizar celos, conocer el ciclo reproductivo, recolectar células germinales,
inseminar, transferir embriones, realizar diagndsticos de gestacién ultra tempranos
(Hafez,2002; Brunius 2011).

De forma tradicional en los sistemas de pecuarios el manejo reproductivo se
realiza buscando mejorar la produccién logrando el mayor niamero de crias en

menor tiempo y con caracteristicas homogéneas (Ricaurte, 2006).

Sin embargo el manejo de la reproduccién en algunas ocasiones se realiza como
un mecanismo bioldgico evitando la reproduccion temporal que permite controlar
poblaciones, manejar ejemplares ferales, control de plagas, animales de
compafia, animales silvestres que estan sus genes sobre presentados
(Kirkpatrick, 1999; Gobello,2002; Miller 2002, 20042; Griffiths, 2011)

Existen diferentes formas de evitar o disminuir la concepcion, generalmente han

sido usados en las hembras, sin embargo, recientemente el uso de métodos en



machos ha venido creciendo. La contracepcion o anticoncepcion es un conjunto
de métodos o sustancias empleados para evitar la fecundacion y por consiguiente
la gestacion (Killian, 2004, Kutzler, 2006, Statish,2014).

A pesar de que existen diversos métodos anticonceptivos, se deben evaluar de
acuerdo a las caracteristicas propias de cada especie. La eleccidon debe tomarse
con base al conocimiento de cada método, la experiencia y los resultados
obtenidos y evaluar las ventajas y desventajas que el método puede implicar y las
expectativas que se tengan de este. Debido a esto se han desarrollado nuevas
estrategias de anticoncepcion a través de la inmunidad, conocida como
inmunoanticoncepcion (Kutzler, 2006;Statish, 2014, Miller,1997).

La inmunoanticoncepcion, es un método anticonceptivo a base de vacunas que
utiliza el sistema inmunol6gico del animal produciendo anticuerpos que bloquean o
inhiben la sintesis de algun factor indispensable para la reproduccién. Se han
desarrollado actualmente vacunas a base de GnRH, que actiuan produciendo
anticuerpos de forma temporal que se ligan a la GnRH producida por el animal
impidiendo que se realice la comunicacién del eje Hipotadlamo — Hipdfisis —
Adrenales (Hennessy, 2008, Massei,2008).

Sin embargo su uso en la produccion animal como herramienta para el manejo
reproductivo no se ha realizado, debido a que no se han estudiado a fondo los

cambios producidos por el efecto de la vacuna anticonceptiva a base de GnRH.

IV.- REVISION DE LITERATURA

4.1.- Anatomia del Testiculo

El aparato reproductor del conejo consiste en testiculos, epididimo, ampollas,
conducto deferente, uretra, pene, glandulas prepuciales y las glandulas

accesorias, tiene la particularidad de retraer los testiculos en el abdomen,
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ausencia del glande en el pene y un escroto bien desarrollado craneal al pene,
(Holtz y Foote, 1978; Brewer, 2006; Capello y Lennox, 2006; Fowler, 2015).

Uno de los 6rganos mas importantes de sistema reproductivo del macho, son los
testiculos que presentan una posicién horizontal al cuerpo y tienen una funcion
fundamental, que es producir células germinales asi como la sintesis de hormonas
esteroideas; responsables de promover la reproduccion asi como de manifestar
los caracteres secundarios propios de los machos. Se forman durante la fase

embrionaria y derivan de los tubulos renales (Donnelly, 2004; Brewer, 2006).

Los testiculos se situan en el escroto, cada uno en un lado de la linea inguinal,
posicionados casi horizontalmente (Holtz y Foote,1978). Durante los periodos de
inactividad sexual o el estrés los testiculos vuelven a la cavidad abdominal a
través del anillo inguinal, y puede volver a bajar por la acciéon del muasculo

cremaster (Brewer, 2006; Capello y Lennox, 2006).

Las gonadas del macho son estructuras ovoides de unos 5.5 + 0.79 centimetros
(cm) de largo y un peso aproximado de 2.184 + 5.5 gramos (g). Su posicién
depende de muchos factores, incluyendo la posicion del cuerpo, la temperatura
corporal, actividad reproductiva, la replecion del tracto gastrointestinal y cantidad
de grasa abdominal y estrés (Fraser, 1988; Richardson, 2003; Donnelly,2004;
Brewer, 2006; Capello y Lennox, 2006; Castafieda, 2014).

4.2.- Histologia del Testiculo

Las cubiertas testiculares se componen por: 1) dartos; 2) fascia espermatica
externa, constituida por varias capas de tejido conjuntivo denso; 3) saco
cremastérico, que corresponde a una capa formada por fibras musculares de tipo
estriado, muy amplia en comparacién con el resto de los componentes
observados; 4) fascia espermatica interna, la cual es imperceptible; 5) lamina

parietal de la tunica vaginal; 6) lamina visceral de la tunica vaginal, ambas
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separadas por la cavidad vaginal, 7) el estroma, compuesto por tejido conectivo
denso que forma la tdnica albuginea y los septos o tabiques que conforma al
testiculo en lobulillos de tejido conectivo laxo y 8) el parénquima compuesto por
una red compleja de tubulos seminiferos en los cuales se encuentran
principalmente células de sertoli y el epitelio germinal en su lamina basal (Fraser,
1988; Donelly, 2004; Capello y Lennox, 2006; Smok, 2009; McNitt, 2013).

El epitelio germinal del tabulo seminifero contiene numerosas fases de células
esferoidales diploides en su ldmina basal y que mediante su maduracién y
procesos de division meiotica (espermatogonias, espermatocitos y espermatides)
gque migran hacia la luz o lumen del tubulo permitiendo la liberacién de
espermatozoides maduros, gracias al soporte de las células de Sertoli que
desarrollan funciones sustentaculares, nutriendo los espermatozoides en
desarrollo. Debido a su funcibn mecanica, de soporte, descarga de
espermatozoides, asi como ser una barrera fisioldgica, posee numerosas
mitocondrias (Asaad, 2011; Yasser, 2012; McNitt et al., 2013).

El tejido conectivo entre los tubulos seminiferos, denominado espacio intersticial,
contiene tejido conectivo laxo, vasos sanguineos y las células de Leydig. Estas
segregan testosterona (hormona sexual masculina) que controla los caracteres
sexuales secundarios (Haltmeyer, 1969; Fraser, 1988; Castro, 2002; Brewer,
2006).

Las células de Leydig se localizan en conglomerados triangulares dentro del tejido
conectivo vascular intersticial entre los tubulos seminiferos, presentan diferentes
formas con un nucleo ovoide. Estan bajo el control de las hormonas de la pituitaria
anterior, que se encuentra en la base del cerebro y que a su vez estan reguladas
por las hormonas producidas por el hipotalamo, realizando un control de los
niveles de androgenos en sangre a través del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas
(Brewer, 2006; Yasser, 2012; McNitt et al., 2013).



4.3.- Fisiologia del Testiculo

La funcion del testiculo es controlada por el hipotalamo que secreta de forma
pulsatil un decapéptido esencial para la reproduccion de los mamiferos conocido
como hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), se ha conservado sin
cambios a través de la evolucibn en muchas especies animales (Miller et al,
2004b; Perry, 2008; Kirkpatrick, 2011; Benavides, 2011).

La GnRH se difunde en la eminencia media hacia los capilares del sistema porta
hipofisiario para llegar a su sitio blanco, las células gonadotropas de la hipofisis
anterior, estimulando la produccion y secrecion de las gonadotropinas
hipofisiarias, la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH),
que, se conducen por el torrente sanguineo a través de la arteria testicular y
permiten activar las funciones gonadales, la esteroidogénesis mediante la
hormona luteinizante (LH), y la gametogénesos a través de la hormona foliculo
estimulante (FSH) (Killian, 2004; Nash, 2004; Kutzler; 2006; Perry, 2008;
Benavides, 2011).

Se ha demostrado que altas frecuencias de pulsos de GnRH, estimula
preferentemente la secrecion de LH, mientras que bajas frecuencias de pulsos de

GnRH favorecen la secrecion de FSH (Recabarren, 2006).

Las funciones gonadales estan intimamente relacionadas porque se requiere la
sintesis de esteroides, tanto para la produccion y desarrollo de gametos, como
para el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias, maduracion de los

genitales y de la conducta sexual (Krause, 2009, Statish, 2010).

El esteroide mas importante sintetizado en el testiculo es la Testosterona
producida en las células de Leydig, teniendo una correlacion positiva entre la
masa de ceélulas de Leydig con la secrecion de testosterona. Esta hormona es
necesaria para iniciar la espermatogénesis en la pubertad y para el mantenimiento
de la produccion espermética. Se ha investigado que en algunas especies, los
niveles de testosterona necesarios para mantener la espermatogénesis es

alrededor de un 25 a 45% de los niveles normales (Ewing 1979; Castro, 2002).



El conocimiento de la anatomia, histologia y fisiologia e reproductiva ha permitido
tener un control de los eventos dentro de los sistemas de produccion que
generalmente son orientados hacia incrementar las poblaciones animales o

mejorar la calidad de los productos.

Sin embargo el manejo reproductivo se puede utilizar para, controlar los
comportamientos y olores ligados al sexo, evitar o reducir las poblaciones
animales o reducir la expresion de genes sobre representados en un grupo de
animales por medio de métodos anticonceptivos (Kirkpatrick, 1999; Benavides,
2011).

4.4.- Métodos anticonceptivos

La anticoncepcién es un procedimiento reversible para impedir o reducir la
fertilidad. Existen numerosos procedimientos anticonceptivos que impiden el
proceso reproductivo, ya sea a nivel del cerebro, glandula pituitaria, los ovarios,
los Ovulos, los testiculos, el esperma o por algunas hormonas reproductivas
(Kirkpatrick, 1999; Miller, 2002; Gobello, 2002; Miller, 2004a; Massei, 2008;
Statish, 2010; Griffiths, 2011).

Existen en el mercado diferentes métodos anticonceptivos como los tratamientos a
base de progestinas (levonogestrol, acetato de megestrol, acetato de
melengestrol), agonistas de la GnRH, pildoras anticonceptivas (indenopyridina,
bisdiamina), conocidos como tradicionales, que han demostrado tener respuestas
variables y afectan el Bienestar Animal (Boulanger, 2012; Kutzler, 2006; Perry,
2008).

Recientemente, como medida emergente a la demanda creciente por el cuidado
del Bienestar Animal, se realizan investigaciones en la busqueda de diferentes
alternativas que tengan menores consecuencias adversas y que su efecto sea
temporal, como lo son la vasectomia reversible y la inmunoanticoncepcion (Asa,
1993).



4.4.1.- Inmunoanticoncepcion

En 1988 se desarroll6 un método con el proposito de controlar el tamafio de
poblaciones animales domésticas y silvestres que causan problemas a la
sociedad, mediante una vacuna basada en proteinas que causan la produccion de
anticuerpos que interfieren en la sintesis de algun factor indispensable de la
reproduccion, conocido como inmunoanticoncepcion  (Kirkpatrick, 1999;
Benavides, 2011).

Algunas de las ventajas principales de la inmunoanticoncepcion es la capacidad
de administrar dosis en volimenes muy pequefios que tienen un efecto durante un
periodo largo, de bajo costo y que se puede utilizar en hembras y machos (Miller,
2000; Delves, 2005; Kirkpatrick, 2011).

Actualmente se tienen 2 formas de realizar la inmunoanticoncepcion, mediante el
bloqueo en la zona pelucida (ZP), a través de la proteina de la zona pellcida
porcina (PZP), previniendo la fecundacion del évulo, o mediante la produccién de

anticuerpos de GnRH que impiden su funcién (Kirkpatrick, 1999; Gobello, 2002).

4.5.- Vacuna

En cualquier vacuna se pueden diferenciar elementos de su composicion: (1) el
antigeno o componente activo, que es el componente que induce la respuesta
inmune, generalmente se compone del hapteno y de una proteina portadora, (2) el
excipiente que se compone de la solucion o vehiculo en el que va disuelto o
emulsionado el componente activo para que sea posible su administracion, asi
como sustancias conservadores que evitan la contaminacién de la vacuna, (3) los
adyuvantes, que tiene la funcion de mejorar la respuesta del organismo contra el
antigeno (Bonneau, 1994; Cronin, 2003; Zamaratskaia, 2009; Rydhmer, 2010)



4.5.1.- Hapteno

Los haptenos son sustancias generalmente de bajo peso molecular que no
inducen por si solas, la formacion de anticuerpos, pero se combinan
especificamente con ellos. Por lo tanto, es necesario conjugarlos con una proteina
larga, de alto peso molecular y con mayores determinantes antigénicos que sirva
como portador, para que a su vez, una vez inoculado, se logren los efectos

inmunogénicos, mediante la respuesta de 1gG (Kutzler, 2006).

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es una hormona de bajo
peso molecular producida en el organismo, debido a esto, carece de propiedades
inmunogénicas, ya que al administrarse en la vacuna, el organismo la reconoce

como una sustancia alogénica (Miller, 200423, Perry, 2008; Kirkpatrick, 2011).

4.5.2.- Proteina portadora o de transporte

Para lograr los efectos de estimulacion del sistema inmunoldgico, las sustancias
de bajo peso molecular y/o producidas por el organismo, se acoplan a moléculas
mas complejas, que tengan en su composicion mayores determinantes
antigénicos, tal es el caso del acoplamiento del hapteno (GnRH) con proteinas
inmunogénicas inactivadas y de alto peso molecular, como el toxoide tetanico,
toxoide diftérico y la difteria que se utilizan como portadores de antigeno en las
vacunas para desarrollar respuestas inmunes fuertes. Las vacunas conjugadas se
realizan generalmente por enlaces covalentes y colocadas en un vehiculo.
(Guillen, 2009; Mota-Sanchez, 2009).

4.5.3.- Excipiente

El vehiculo son las sustancias que componen la vacuna con el proposito de
facilitar la preparacién, conservacion y aplicacion de la sustancia activa, la

proteina portadora y el adyuvante (Miller, 20042; Kirkpatrick, 2011).

4.5.4.- Adyuvante
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Los adyuvantes son sustancias, preparados quimicos o incluso bacterias
generalmente no patdégenas, que al administrarse junto con el antigeno de la
vacuna potencian, incrementan, estimulan o modulan la respuesta inmune tanto a
nivel celular como humoral, haciendo mas efectiva y fuerte la respuesta

inmunolégica (Kirkpatrick, 2011).

Con la administracion de adyuvantes, se logra emplear menos antigeno en la
vacuna, mejorar el tiempo de respuesta, ademas de generar mas anticuerpos
especificos. Al tener un modo de accidn inespecifico, incrementa la respuesta
inmune a una gran variedad de antigenos (Miller, 2000; Miller, 2003; Statish,
2010).

Cuando se combina el antigeno con un potente adyuvante, la vacuna tiene la
capacidad de estimular de forma persistente la respuesta inmune, dando como
resultado la produccion de anticuerpos por tiempo prolongado (Herbert, 2005,
Perry, 2008; Kirkpatrick, 2011).

En el campo de la Medicina Veterinaria la eficacia del adyuvante en la induccion
de una fuerte respuesta inmune es algo que se privilegia, tolerando incluso el
hecho de utilizar algunos agentes a pesar de los posibles efectos colaterales
principalmente debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad (Franco, 2004;
Morris, 1999).

4 55.- Reacciones adversas

Al momento de aplicar las vacunas, pueden provocar reacciones no esperadas al
animal que le fueron administrados los antigenos, siendo diferentes en todas las
especies, a pesar que sean aprobadas por haber cumplido los requisitos de
seguridad, eficacia, potencia y pureza, existe la posibilidad de tener efectos
secundarios (Roth, 1999; Day, 2006).

Los efectos adversos o secundarios, pueden estar relacionados con solo un
componente de la vacuna. Los efectos locales son particularmente derivados del

adyuvante (Strasser, 2003). Se tienen datos de una serie de reacciones adversas
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post vacunales que van desde una reaccion en el sitio de la inyeccién, hasta los
efectos que pueden comprometer la vida de los animales (McMillen, 1995). Novak.
(2007) clasificd estas reacciones en 5 grados dependiendo la severidad de este
teniendo a la clase | (No hay reaccion relacionada con la vacuna); clase Il
(Formacion de un nodulo, edema, fibrosis en el sitio de aplicacion); clase |l
(Edema facial, urticaria generalizada); clase IV (Presencia de signos sistémicos:

Fiebre, vomitos y diarreas); clase V (Anafilaxia, shock y muerte).

4.5.6.- Dosis

Es muy dificil establecer una dosis Optima capaz de generar la mejor respuesta
inmunitaria, debido a muchos factores de la constitucion de la vacuna y del
individuo al cual se inmunizard, sin embargo se pueden establecer un rango de
dosis minima y maxima, con el propdsito de conocer el intervalo medio donde se

consiga la respuesta inmune esperada (Novak, 2007; Benavides, 2011).

Dosis pequefias asi como dosis muy elevadas de antigenos no producen titulos
cuantificables de anticuerpos, y por lo tanto, no produce efecto. A este estado se

|le conoce como tolerancia inmunoldgica (Day, 2006).

Estudios reportados en cerdos, venados, perros, elefantes, ardillas canguros y
caballos, indican que la utilizacién de dos aplicaciones de 400 ug - 800 ug con un
intervalo de 4 a 5 semanas entre aplicaciones es suficiente para lograr el efecto (Miller et
al, 2000; EFSA, 2004a; Miller et al, 2004b; NWRC, 2008; Massei, 2008;
Kirkpatrick, 2011; Statish, 2010; Kirkpatrick, 2011; Benavides, 2011).

4.5.7.- Via de Administracion
Sin duda, el método mas efectivo para la formacion de anticuerpos es a través de
la vacunacion. Se ha demostrado que la cantidad de anticuerpos producidos es

mas rapida si se realiza por via intramuscular, sin embargo es menos efectiva que
la via subcutanea (Phillips, 1989; Day, 2006; Novak, 2007)
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4.6.- Vacuna a base de GnRH

Existen en el mercado diferentes vacunas a base de la hormona GnRH, que han
sido utilizadas para la anticoncepcion de las poblaciones animales, jugando un
papel importante en el control de las poblaciones de distintos mamiferos como:
ratas, bovinos, venados, caballos, ovejas, ardillas, perros y gatos; para prevenir
comportamientos agresivos y reducir los olores ligados con la maduracion sexual
en machos de algunas especies (Miller et al, 2000; EFSA, 2004a; Miller et al,
2004b; NWRC, 2008; Massei, 2008; Kirkpatrick, 2011; Statish, 2010; Kirkpatrick,
2011; Benavides, 2011; Phraluk, 2015).

Se ha limitado el uso de la vacuna a base de GnRH, en realizar inmunocastracion,
aplicandose en animales de abasto y el control de plagas. Es decir no se ha

explorado su aplicacion en programas de manejo reproductivo.

Ademas de su funcionamiento eficaz como método anticonceptivo, investigaciones
reportan que su uso mejora la calidad de la carne en animales de produccion, asi
como de no pasar a la cadena alimenticia, viven mas tiempo una vez que se
eliminan los efectos fisiolégicos de la actividad sexual y no tiene efectos en el
comportamiento social de los animales (Miller et al, 2003; Miller et al, 2004a;
Kirkpatrick, 2011; Kirkpatrick, 2011; Statish, 2010; Benavides, 2011).

4.6.1.- Mecanismo de accién de la vacuna GnRH + proteina de difteria +

DEAE-celulosa (improvac ®)

La vacuna es manufacturada para la industria porcicola, su principio activo es un
analogo sintético de GnRH gue contiene solo 9 aminoacidos el cual se liga por
enlaces covalentes a una proteina transportadora que se obtiene de la bacteria
Corynebacterium diphtheriae. El toxoide de la difteria es estable, seguro, con
propiedades altamente inmunogénicas y ampliamente usado en el desarrollo de
vacunas para uso pediatrico DEAE-dextrano es usado como adyuvante, su
excipiente es en base acuosa utilizando thiomersal como agente preservativo y

urea como solubilizante (Dunshea et al. 2001; Hennesy 2008; Benavides 2011).
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Al administrar el GnRH sintético de la vacuna, el animal lo reconoce como
“antigeno”, iniciando la produccion de anticuerpos que son capaces de ligarse con
la GnRH producida por el cuerpo y evita que se acople a los receptores
gonadotropos, provocando la supresion de la secrecion de las hormonas FSH y
LH (Benavides, 2011; Hennessy, 2008; Kirkpatrick, 2011).

La disminucién de las hormonas gonadotropas produce una atrofia de las
gonadas, por lo que en los machos, el tamafio y funcion de los testiculos y las
glandulas bulbouretrales disminuyen, provocando una supresion de la
espermatogénesis, los niveles de testosterona se reducen y subsecuentemente
una supresion de los comportamientos sexuales (Chillik, 2002; Perry, 2008;
Benavides, 2011; Kirkpatrick, 2011).

Cuando se administra por primera vez los antigenos, provocan una pequefia
respuesta inmunitaria, y se le conoce como estimulo primario. Este primer
contacto provoca una respuesta inicial de menor intensidad, tras una serie de
interacciones entre células T, Células presentadoras de antigeno (CPAS) y células
B (Chillik, 2002, Miller, 2003).

El siguiente contacto con el mismo inmundgeno induce una respuesta secundaria
que difiere de la primaria (mas rapida, mas amplia, mas eficaz), como si el
organismo “recordara” que ya habia estado expuesto a ese inmundgeno antes. De
hecho, la respuesta secundaria y las subsecuentes explotan el aumento del
namero de linfocitos especificos para el inmundgeno producidos durante la
respuesta primaria. Esta respuesta también se llama “respuesta de memoria o
anamnésica” y los linfocitos que participan en ella se denominan células de
memoria (Berek, 1993; Regueiro, 2011).

El objetivo de una vacunacion es la generacion de células de memoria, conocidas
como células de Memoria B y T que son las responsables de proveer una rapida y
eficiente inmunidad después del segundo contacto con antigenos especificos
(Sander, 1988; Berek,1993).
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La antigenicidad de una sustancia depende de la velocidad con la cual ésta es
catabolizada por las células fagocitarias, es decir, a medida que la velocidad sea
mayor, esta tendrd menor posibilidad de inducir la formacion de anticuerpos
(Kirkpatrick, 2011; Regueiro, 2011).

4.6.2.- Dafos en el testiculo

No existen reportes de efectos de la primera aplicacion de la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH. Sin embargo, existen estudios que reportan
cambios en el testiculo después de una a dos semanas posteriores a la aplicacion
del refuerzo, en donde se observa disminucién de la turgencia y longitud,
posteriormente entre las 4 y 5 semanas, se ha demostrado que la vacuna alcanza
su mayor efecto, observando una atrofia completa, con los testiculos totalmente
flacidos, la longitud se reduce aproximadamente hasta la mitad del tamafio normal.
Esta atrofia persiste hasta por 12 semanas en cerdos, 8 a 10 semanas en cabras,
9 a 10 semanas en gatos y hasta de 16 a 24 semanas en equinos. Reportando
azoospermia, reduccion de espermatogénesis, teratozoospermia y atrofia
testicular (Miller, 1997; Kirkpatrick, 2011; Miller, 2004b; Herbert and Trigg, 2005;
Massei, 2008; Statish, 2014).

Sin embargo, la atrofia testicular puede ser un efecto deseado siempre y cuando el
efecto no impacte en la salud del animal ni comprometa su reproduccion futura
(Pai, 2009).Estudios histolégicos realizados en cerdos sefialan que después de
aplicada la vacuna anticonceptiva muestran signos de atrofia en testiculos y
epididimos y una reduccion significativa en peso (Hilbe, 2006).

A pesar de su probada eficacia como método anticonceptivo en diversas especies,

su uso ha sido limitado en Produccion Animal debido a que a pesar de que se ha

reportado una posible regresion de la atrofia testicular, no existen estudios que
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expliquen los cambios histolégicos y fisioldgicos que se generan en las gonadas
para garantizar su reversibilidad (Miller, 2002).

V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se desconocen los cambios histolégicos y fisiologicos generados por la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH vy si estos producen lesiones que comprometan el

retorno de la funcionalidad de los testiculos en conejos.

VI.- HIPOTESIS

Los cambios histoldgicos vy fisioldégicos en los testiculos del conejo producidos por
la vacuna anticonceptiva a base de GnRH son temporales y no generan lesiones

gue comprometan su retorno a la funcionalidad.

VIl.- OBJETIVOS DE INVESTIGACION

7.1 General:

» Evaluar los niveles séricos de testosterona y los cambios morfométricos e
histol6gicos en testiculos de conejos, a 4, 12 y 24 semanas posteriores a la

administracion de la vacuna anticonceptiva a base de GnRH.

7.2-. Especificos:

+ Evaluar los cambios en la morfometria testicular por el efecto de la vacuna.
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» Detectar los cambios histolégicos que pudiera haber en testiculos a 4, 12 y
24 semanas posteriores a la aplicacion del refuerzo de la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH.

* Valorar si la presencia de lesiones en testiculos como consecuencia de la
aplicacion de la vacuna comprometen su funcionalidad.

+ Determinar la concentracion de Testosterona (T) sérica, a 4, 12 y 24

semanas posteriores a la aplicacion del refuerzo de la vacuna.

VIll.- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en una granja cunicola de la ciudad de Morelia,
Michoacan, México. La cual se encuentra ubicada entre las coordenadas
19°42"10"N 101°11'32"E, con una altitud de 1921 msnm, la clasificacion climatica
de Koppen, corresponde a la formula c(w1)(w)b(i')g, predominando el clima
templado, humedad media, precipitacion pluvial anual de 773.5 mm vy lluvias
invernales maximas de 5 mm. La duracién del dia promedio anual es de 11:03:26
horas, con una humedad relativa media de 60% (INEGI, 2009).

Se utilizaron 30 conejos machos de razas productoras de carne, distribuidos al
azar en 6 grupos de 5 conejos (C1, C2, C3, T1, T2 y T3), con una edad promedio

de 2 meses y un peso de 2,328 gr.

Los conejos fueron colocados en jaulas comerciales individuales identificadas con
numeraciéon ascendente y se mantuvieron en un periodo de una semana de

aclimatacion.

Se utiliz6 un alimento comercial peletizado para conejo de experimentacion
(Labdiet ®) ad libitum con un 2.39 Kcal/lg de energia metabolizable, 17% de

proteina cruda, 2.5% de grasa, 18% de fibra cruda y 6.4% cenizas.
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Una vez aclimatados los conejos, se realiz6 morfometria de los testiculos
registrando las mediciones de longitud y diametro, tomando como referencia la

linea media. Este procedimiento se realiz6 cada semana durante todo el estudio.

Los conejos de los grupos T1, T2 y T3 recibieron la vacuna anticonceptiva a base
de GnRH (Improvac ®), 2.0 ml via subcutanea (SC) en la base del cuello; mientras
que los conejos de los grupos C1, C2 y C3 recibieron 2.0 ml de solucion salina
fisiologica. A las 4 semanas se repitio el tratamiento en todos los grupos.

Para observar los cambios histologicos en testiculos se sacrificaron conejos en
diferentes momentos: 4, 12 y 24 semanas posteriores a la segunda aplicacion del
tratamiento. Los animales fueron sacrificados de acuerdo al procedimiento
sefalado por la NOM-033-Z0O0-1995. Se realizé la orquiectomia, y los testiculos

fueron conservados en Solucion de Bouin para tejidos blandos (McClung, 1966).

Para el proceso histologico se tomaron muestras realizando un corte longitudinal
para el testiculo izquierdo y un corte transversal para el testiculo derecho, y se
colocaron en casettes de inclusidbn para su deshidratacién, aclaramiento
(desalcoholizacion o diafanizacion), infiltracién e inclusién para tejidos blandos
(McClung, 1966).

Posteriormente las muestras se colocaron en bloques de parafina para realizar
cortes de 5 ym vy tefiirlos con coloracion corriente de Hematoxilina y Eosina (H.E)
(McClung, 1966; Drury, 1967; Humason, 1972).

Con el propésito de evaluar las caracteristicas de los testiculos en los cortes
histol6gicos en diversos aumentos, se utilizaron objetivos de 10x, 40x y 100x. En
tubulos seminiferos se observé su luz, la identificacion, conformacion y tamafio de
la zona espermatogénica, asi como la concentracion y forma y la conformacion de
la lamina basal. En el Intersticio se observo la presencia tejido conectivo fibroso, la
identificacion de los septos o tabiques testiculares y conglomerados triangulares

donde se ubican las células de Leydig.
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Para medir los niveles séricos de testosterona se tomd una muestra de sangre una
hora antes del sacrificio, y se determinaron mediante la técnica de

electroquimioluminiscencia.

Los resultados de la morfometria testicular y niveles séricos de testosterona fueron
analizados mediante técnicas de estadistica descriptiva. Los cambios histologicos

y las lesiones fueron descritos cualitativamente.
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IX.-RESULTADOS.

En la morfometria testicular se observé el mayor efecto en la disminucion del
diametro y longitud 4 semanas después de aplicado el refuerzo de la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH. A partir de la semana 6, se observdé un
incremento gradual de la longitud y diametro hasta el término del experimento. En
contraste, en los conejos no vacunados, el crecimiento fue gradual hasta la
semana 4 para la longitud y hasta la semana 10, para el diametro para

posteriormente mantener su tamafio hasta la conclusion del experimento (Fig. 1).

Figura 1.- Morfometria testicular media de conejos tratados con vacuna

anticonceptiva a base de GnRH respecto a los no tratados (mm).
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Los cambios histologicos observados, a un objetivo de 10x, a las 4 semanas
posteriores de la segunda aplicacion de la vacuna anticonceptiva a base de GnRH
fueron: tibulos seminiferos pequefios, difusos, sin luz, sin identificacion de la zona
de crecimiento espermatogénico y lamina basal indefinida; espacio intersticial con
abundante tejido conectivo fibroso y zonas de congestién. En contraste, en el
grupo no vacunado los tubulos seminiferos fueron de un tamafio correspondiente
a su edad, con formas cilindricas contorneadas, apreciandose su luz y zona de

crecimiento espermatogeénico; septos testiculares delimitados (Fig. 2).

Figura 2.- Cambios histolégicos de conejos de 4 meses de edad a 4 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x10).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; ST= Septos testiculares; TF= Tejido Fibroso
(abundante en espacio intersticial con presencia de colageno); TS=Tubulo seminifero; ZC= Zonas de
Congestion; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.
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En los conejos que se administro la vacuna de GnRH a 4 semanas posteriores de
la segunda aplicacion, con el objetivo 40x, se observaron tubulos seminiferos
difusos, sin luz y de menor tamafio, presencia de tejido conectivo fibroso en su
interior, sin zona de crecimiento espermatogénico, ni delimitacion con la lamina
basal. En el espacio intersticial se observaron zonas de congestion sin la
presencia de conglomerados triangulares. En el grupo de conejos no vacunados
se observaron tabulos seminiferos cilindricos, delimitados por su lamina basal, con
presencia de luz y una zona espermatogénica con presencia de espermatogonias.

Se apreciaron conglomerados triangulares en el espacio intersticial (Fig. 3).

Figura 3.- Cambios histolégicos de conejos de 4 meses de edad a 4 semanas
posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x40).

Vacuna anticonceptiva a basa de Control
GnRH

CT= Conglomerado Triangular; EG= Espermatogonias; El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz
del Tubulo; ST= Septos testiculares; TF= Tejido Fibroso; TS= Tubulo seminifero; ZC= Zonas de Congestion;
ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.
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Con objetivo de 100x en conejos vacunados se identificaron tubulos seminiferos
con formas ligeramente definidas, sin luz, delgada capa de células en la zona
espermatogénica sin delimitarse de su lamina basal; el intersticio se observa con
fibrina. En el grupo de conejos no vacunados se observaron tubulos seminiferos
debidamente conformados, identificando su lamina basal y la zona
espermatogénica con presencia de células germinales y luz. En el espacio
intersticial se observaron conglomerados triangulares (Fig. 4).

Figura 4.- Cambios histolégicos de conejos de 4 meses de edad a 4 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x100).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

CT= Conglomerado Triangular; El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; TF= Tejido
Fibroso; TS= Tdbulo seminifero; ZC= Zonas de Congestién; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.

23



12 semanas posteriores a la segunda aplicacién de la vacuna, con objetivo de 10x
se observaron tubulos seminiferos pequefios con relacion al tamafio del grupo que
no vacunado, ligeramente contorneados, lamina basal sin diferenciarse de la zona
de crecimiento espermatogénico, sin luz, espacio intersticial con zonas de
congestion. En los conejos no vacunados se observaron tubulos seminiferos con
formas cilindricas, de tamafio correspondiente a su edad, con luz, contorneados,

identificando la zona de crecimiento espermatogénico y su lamina basal (Fig. 5).

Figura 5.- Cambios histol6gicos de conejos de 6 meses de edad a 12 semanas

posteriores a la segunda aplicacion tratamiento (x10).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tlbulo; ST= Septos testiculares; TF= Tejido Fibroso;
TS= Tabulo seminifero; ZC= Zonas de Congestion; ZE= Tamaifio de la Zona Espermatogénica.
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Con el objetivo de 40x, en conejos vacunados después de 12 semanas de la
segunda aplicacion del tratamiento, se observaron tubulos seminiferos reducidos
respecto al grupo no vacunado, sin delimitar su lamina basal, sin luz y ligera
congestion en la zona de crecimiento espermatogénico. En el espacio intersticial
se observo fibrina. En conejos no vacunados se observaron tubulos seminiferos,
contorneados, con luz y de forma cilindrica, en la zona espermatogénica se
aprecian algunas células germinales, dentro del espacio intersticial se apreciaron
conglomerados triangulares (Fig. 6).

Figura 6.- Cambios histolégicos de conejos de 6 meses de edad a 12 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x40).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

CT= Conglomerado Triangular; El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; TF= Tejido
Fibroso; TS= Tubulo seminifero; ZC= Zonas de Congestién; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.
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El grupo que recibio la vacuna a base de GnRH luego de 12 semanas posteriores
a la segunda aplicacion del tratamiento con objetivo de 100X se observo, tubulos
seminiferos contorneados, de forma cilindrica, sin luz, y presencia de tejido
conjuntivo fibroso, lamina basal engrosada, zona espermatogénica con una
delgada capa de células, abundante fibrina en el espacio intersticial y escasas
zonas de congestion. En el grupo de conejos no vacunados se observaron tubulos
seminiferos contorneados, con luz, zona espermatogénica con varias capas de
células diferenciadas, lamina basal definida y presencia de conglomerados

triangulares en el intersticio (Fig. 7).

Figura 7.- Cambios histologicos de conejos de 6 meses de edad a 12 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x100).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

CT= Conglomerado Triangular; El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; TF= Tejido
Fibroso; TS= Tubulo seminifero; ZC= Zonas de Congestion; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica (En el
grupo sin vacuna se observan diferentes células germinales).

26



Después de 24 semanas posteriores a la segunda aplicaciéon de la vacuna con

objetivo de 10x se observaron tubulos seminiferos ligeramente definidos,

circulares, luz y con zona espermatogénica, espacio intersticial reducido. En el

grupo sin vacuna se observaron

los tubulos seminiferos de un tamafo

correspondiente a su edad, cilindricos, contorneados, apreciandose su luz y zona

de crecimiento espermatogénico, conglomerados triangulares en el espacio

intersticial (Fig. 8).

Figura 8.- Cambios histolégicos de conejos de 9 meses de edad a 24 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x10).

Vacuna anticonceptiva a basa de
GnRH

Sin vacuna

CT= Conglomerado Triangular; El= Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tdbulo; ST= Septos
testiculares; TF= Tejido Fibroso; TS= Tubulo seminifero; ZC= Zonas de Congestion; ZE= Tamario de la Zona

Espermatogénica.
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En el grupo de animales que recibieron la vacuna de GnRH a 24 semanas
posteriores a la segunda aplicacién del tratamiento con objetivo de 40x se
observaron tubulos seminiferos definidos, circulares, ligeramente reducidos en
tamafo respecto al grupo no vacunado, con luz, lamina basal congestionada y
diferenciada de la zona espermatogénica, en el espacio intersticial se identificaron
algunos conglomerados triangulares. En el grupo sin vacuna se observaron
tubulos seminiferos contorneados de forma cilindrica, con luz, la zona
espermatogénica con células germinales y diferenciadas de su lamina basal,

conglomerados triangulares en el espacio intersticial (Fig. 9).

Figura 9.- Cambios histolégicos de conejos de 9 meses de edad a 24 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x40).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

CL= Células de Leydig; CS= Células de Sertoli; CT= Conglomerado Triangular; El= Espacio Intersticial; LB=
Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; ST= Septos testiculares; TF= Tejido Fibroso; TS= Tubulo seminifero; ZC=
Zonas de Congestion; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.
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Los cambios histologicos observados, a un objetivo de 100x, a las 24 semanas
posteriores de la segunda aplicacion de la vacuna anticonceptiva a base de GnRH
fueron: tdbulos seminiferos de tamafo similar respecto al grupo de conejos no
vacunados, hiperemia, ldmina basal congestionada, presencia de luz, zona de
crecimiento espermatogénico engrosada, células diferenciadas en la zona
espermatogénica. En el espacio intersticial se observaron conglomerados
triangulares congestionados. En el grupo de conejos no vacunado se observaron
tubulos seminiferos contorneados de forma cilindrica, con luz, células germinales
en la zona espermatogénica y conglomerados triangulares en el espacio

intersticial (Fig. 10).

Figura 10.- Cambios histolégicos de conejos de 9 meses de edad a 24 semanas

posteriores a la segunda aplicacion del tratamiento (x100).

Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH

CL= Células de Leydig; CS= Células de Sertdli; CT= Conglomerado Triangular;EG= Espermatogonia; El=
Espacio Intersticial; LB= Lamina basal; LT= Luz del Tubulo; ST= Septos testiculares; TF= Tejido Fibroso; TS=
Tabulo seminifero; ZC= Zonas de Congestion; ZE= Tamafio de la Zona Espermatogénica.
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Los cortes histolégicos de testiculos de conejos tratados con una vacuna
anticonceptiva a base de GnRH a 4, 12 y 24 semanas posteriores a la aplicacion
del refuerzo, muestran que no existen lesiones que comprometan la actividad

reproductiva.

Los niveles de testosterona sérica en los animales tratados con la vacuna
anticonceptiva a base de GnRH tienen menores concentraciones séricas de
testosterona (p<0.05) en todos los tiempos evaluados (Cuadro 1). Sin embargo, la
concentracion a las 24 semanas de los animales vacunados fue similar (p>0.05) al

grupo no vacunado a las 4 semanas.

Cuadro 1. Concentracién sérica de testosterona (ug/dl) en conejos posteriores a la

segunda aplicacion del tratamiento (promedio * E.E).

Semana Vacuna anticonceptiva a basa de Sin vacuna
GnRH
4 17.42" + 49.0 163.5 + 49.0
12 67.32 + 49.0 564.0° + 49.0
24 126.92 + 49.0 1183.0° +49.0

*Literales diferentes dentro de filas indican diferencias estadisticas (P<0.05).

X.- DISCUSION

Los conejos tratados con la vacuna anticonceptiva a base de GnRH sufrieron un
retraso en el desarrollo testicular, debido al estimulo primario que genera la
aplicacion de la primera dosis de la vacuna. Este efecto fue reportado por
Zamaratskaia (2008) en cerdos, quien menciona que después de la primera
aplicacién de la vacuna se origina la activacion del sistema inmune para el
reconocimiento del antigeno aplicado, pero es insuficiente para generar los
anticuerpos necesarios que interrumpan la comunicacion Hipotalamo — Hipofisis —
Goénadas y lograr la inhibicion de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y por ende la inhibicibn de la hormona foliculo estimulante (FSH) y

hormona luteinizante (LH).
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La administracion del refuerzo de la vacuna ocasiona una respuesta anamnésica o
de memoria, que es mas rapida, fuerte y efectiva para la produccién de linfocitos B
que la primera aplicacion de la vacuna (Tizard, 2008), lo cual da origen a la
produccion de anticuerpos en las células plasmaéticas, que ocasiona el bloqueo o
inhibicién de la GnRH al formarse el complejo Antigeno—Anticuerpo. Este complejo
tiene una conformacion tal, que impide pasar por difusién hacia los canales de la
Hipofisis, donde se encuentran los receptores de GnRH responsables de la
sintesis y liberacién del FSH y LH al torrente sanguineo. Debido a ello, las células
de Leydig de las génadas en los conejos vacunados no recibieron el estimulo
necesario para la sintesis de esteroides, principalmente testosterona, asi como
para el mantenimiento de la espermatogénesis, o que da como resultado que se
active una respuesta inespecifica conocida como inflamacién aguda. Serhan
(2010) describe a este proceso tisular como el primer mecanismo del organismo
para el restablecimiento o reparacion del 6érgano o tejido afectado, controlado por
eventos secuenciados como: vasoconstriccion, mediada por impulsos nerviosos;
vasodilatacion, regulada por mediadores quimicos e hiperemia; extravasacion, con
presencia de fibrina derivada de la descomposicion de fibrinGgeno; congestion,
aumento de la viscosidad sanguinea y estasis; quimiotaxis; contacto,

reconocimiento englobamiento y degradacion.

El mayor efecto producido por la vacuna a base de GnRH sobre la morfometria
testicular (didmetro y longitud) se observéd en la semana 4. Estos resultados son
similares a los reportados por Miller et al. (2000); EFSA. (20042); Miller et al.
(2004b); NWRC. (2008); Massei. (2008); Zamaratskaia. (2008); Kirkpatrick. (2011);
Statish. (2010); Kirkpatrick. (2011); Benavides. (2011), quienes reportan que los
cambios producidos por la vacuna anticonceptiva a base de GnRH, tienen su

mayor efecto entre las semanas 4 y 5.

A medida que transcurre el tiempo el efecto de la vacuna disminuye, debido a que

las poblaciones de células de memoria inmunolégica descienden como
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consecuencia de la reduccion de las concentraciones de antigeno o del complejo
antigeno-anticuerpo necesarias para que persista la estimulacion de células B en
su mecanismo de activar la respuesta humoral. La duracion del efecto de la
vacuna anticonceptiva a base de GnRH depende de la especie que se inmunice y
puede ser entre 3 y 18 meses de acuerdo a lo reportado por Kirkpatrick. (2011);
Miller, (2004b); Herbert and Trigg, (2005); Massei, (2008); Statish. (2014). Estos
cambios se observaron con el comienzo gradual en el aumento de tamafio de los

testiculos de los conejos tratados con la vacuna anticonceptiva a base de GnRH.

Durante este tiempo y como parte del mecanismo de recuperaciéon de la
funcionalidad testicular da comienzo la fase proliferativa que Serhan (2010)
describe como una serie de pasos no seriados de angiogénesis, con la formacién
de nuevos vasos; deposicion de colageno; formacion de tejido granular, como
consecuencia de la reparacion celular; proliferacion de fibroblastos, que dan el

color caracteristico eritematoso, y epitelizacion.

Posteriormente se contina con el proceso de maduracion y remodelacion del
tejido, que inicia cuando se igualan los niveles de produccion y degradaciéon de
colageno. Puede tener una duracion variable, dependiendo del dafio del tejido u
organo, edad del animal, condicion corporal, entre otras causas. Con el paso del
tiempo se pierde su apariencia eritematosa ya que los vasos sanguineos que
dejan de ser necesarios son eliminados mediante apoptosis (Greenhalgh, 1998).
Debido a este proceso de inflamacién los conejos inmunizados a base de GnRH

no alcanzaron los niveles de crecimiento testicular de los conejos no inmunizados.

El incremento en la morfometria testicular en las primeras semanas del
experimento también se puede atribuir a que se utilizaron conejos jovenes de una
edad aproximada de dos meses y que, de acuerdo con Holtz (1978), alcanzan su

madurez después de los seis o0 siete meses de edad.
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A medida que se alcanza la madurez sexual los testiculos, una vez localizados en
el escroto, son mas pesados, firmes y de color rojo (Fraser, 1988), caracteristicas
gue fueron observadas durante los ultimos meses del experimento en los conejos

no inmunizados.

Las evaluaciones histologicas de los testiculos de los conejos inmunizados
muestran que los mayores efectos encontrados fueron a las 4 semanas de la
segunda aplicacion del tratamiento, que coincide con lo reportado por Brunuis
(2010) quien menciona que los testiculos del cerdo se ven drasticamente
afectados posterior a la aplicacion del refuerzo de la vacuna, observando
disturbios en la zona espermatogénica y un decremento de células de Leydig,
derivados del proceso de inflamacion y observados con zonas de congestion,
hiperemia, atrofia como resultado del efecto inhibidor de la vacuna contra la GnRH
que al ser conjugada con los anticuerpos se imposibilita su paso hacia los
receptores hipofisarios que producen y sintetizan FSH y LH, hormonas
responsables del mantenimiento de la funcion esteroidogénica y de
gametogénesis, lo que da como resultado la pérdida del tamafio y funcionalidad
del testiculo.

En estudios en ratas y ovejas tratadas con una vacuna a base de GnRH, sefalan
que los cortes histoloégicos de testiculo mostraban una pérdida de la
espermatogénesis después de aplicado el refuerzo de la vacuna (Ferro, 2004).
Hecho que puede ser atribuible a la disminucion de la zona de crecimiento
espermatogénico encontrada durante las primeras 12 semanas posteriores a la

segunda aplicacién del tratamiento en este estudio.

En las investigaciones realizadas por Asa. (1993) Miller. (1992, 2000, 20043,
2004%), Chillik (2002) Killian. (2004), Kirkpatrick; Herbert. (2005), (2009,2011),
Hennessy (2008), Boulanger (2012) sugieren gque la vacuna anticonceptiva a base
de GnRH puede ser reversible, debido a que observo el retorno del tamafio
testicular, presencia de libido y fertilidad en algunos casos. Esto es comprobable

debido a que en este estudio los tubulos seminiferos a pesar de verse afectados
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en su tamafo y forma, no se observo necrosis ni lesiones que comprometieran su
funcionalidad, permitiendo el desarrollo de las células germinales en la lamina

basal y un retorno del tamafio testicular.

La anatomia del testiculo esta intimamente relacionada con su funcionamiento,
teniendo una correlacion positiva entre la masa de células de Leydig con la
secrecion de testosterona reportada por Ewing. (1979) en ratas, conejos, cuyos,
perros y hamsters. Por lo que en este estudio al disminuir el tamafio testicular a
consecuencia de la reduccion en el nimero de células de Leyding se observo una
disminucién en la concentracion de testosterona sérica. Hafez et al. (2002)
seflalan que en el caso de la atrofia testicular, existe una disminucion en el
namero y el tamafio de las células de Leydig, y por lo tanto sera alterada la

produccion de testosterona.

En estudios realizados por Killian (2005) en ciervos rojos reportdé que los niveles
bajos de testosterona afectan el desarrollo de la cornamenta, el comportamiento y
la masa corporal. En los conejos tratados, las células de Leydig responsables de
la produccién de testosterona se atrofiaron en las primeras semanas después de
la segunda aplicacibn de la vacuna a base de GnRH, por lo que las
concentraciones de testosterona bajaron; cuando el proceso de inflamacion
disminuyo por efecto de la baja concentracion del complejo antigeno-anticuerpo,
se suspendié el efecto supresor de GnRH permitiendo la sintesis y liberacion de
FSH y LH en hipdfisis anterior, desencadenando el desarrollo de células de Leydig
para la produccién de testosterona y la gamatogénesis, lo que explica el aumento

gradual en la concentracion de testosterona hasta el final del experimento.
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Xl.- CONCLUSION

La vacuna anticonceptiva a base de GnRH en conejos tiene efectos temporales en
los cambios histoldgicos vy fisioldgicos en los testiculos sin generar lesiones que
comprometan su funcionalidad, lo que permitiria ampliar su uso en el manejo
reproductivo y de comportamiento en animales de alto valor genético, de

compania y fauna silvestre.
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XIll.- ANEXOS

CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 4 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(SOLUCION SALINA)

100x




CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 12 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(SOLUCION SALINA)




CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 24 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(SOLUCION SALINA)




CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 4 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(VACUNA ANTICONCEPTIVA A BASE DE GnRH)

10x 40x 100x




CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 12 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(VACUNA ANTICONCEPTIVA A BASE DE GnRH)

10x 40x 100x




CORTES HISTOLOGICOS DE TESTICULO DE CONEJO A 24 SEMANAS
POSTERIORES A LA SEGUNDA APLICACION DEL TRATAMIENTO
(VACUNA ANTICONCEPTIVA A BASE DE GnRH)

10x 40x 100x




