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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar el efecto de la inmunizacién activa anti-
GnRH como alternativa a la esterilizacién quirirgica en corderos prepiberes. Se utilizaron 20
corderos de la raza Dorper (2 meses de edad) divididos en 2 grupos [control (n= 5) y tratado
(n=15)]. El tratamiento consistié en dos aplicaciones (cada 15 dias) de una vacuna anti-GnRH
disefiada a partir de un andlogo sintético (acetato de buserelina) utilizando hidréxido de
aluminio como coadyuvante. Para determinar la efectividad del protocolo de inmunizacién se
evalué la morfometria testicular (longitud, anchura y volumen), las alteraciones histopatolégicas
(digmetro tObulos seminiferos, espermatogonias/testiculo y presencia de espermatozoides) asi
como la respuesta endocrina (FSH, LH, testosterona y cortisol plasmdéticos) mediante test ELISA. Los
pardmetros morfométricos (longitud, anchura y volumen testicular) fueron significativamente
menores en el grupo inmunizado respecto al grupo control (p< 0,05). La vacuna anti-GnRH
generd una reduccion del volumen testicular en ~11 veces (p< 0,05). El didmetro de los tibulos
se redujo ~3,5 veces con respecto al control (p< 0,05). El volumen tubular, lbmen y el espacio
intertubular también disminuyeron significativamente en el grupo vacunado (p<0,05). Los
animales vacunados también mostraron una reduccién significativa (~40 veces) del n° de
espermatogonias (p<0.05) habiendo ausencia de espermatozoides en un 60% (9/15) de los
animales. No se observaron diferencias significativas en los niveles plasmaticos de LH, FSH,
testosterona y cortisol entre los grupos (p>0,05). En conclusion, la inmunizacién activa prepuberal
contra la GnRH tuvo efectos marcados en la actividad y la morfometria testicular en la especie
ovina, sin embargo no afecté a los niveles hormonales endocrinos ni a la espermatogénesis en
todos los individuos. Debido a que el efecto anti-GnRH fue heterogéneo, se deberian evaluar
otras estrategias de vacunacién para poder considerar la inmunizacién activa anti-GnRH una
alternativa viable a la esterilizacién quirdrgica convencional.

Palabras clave: Inmunizacién activa, GnRH, histopatologia testicular, respuestas endocrinas,
ovinas.

ABSTRACT

The main objective of the present research was to assess the effects of an active immunization
against GnRH on male reproductive function as an alternative to surgical sterilization evaluating
testicular morphometry, histopathological alterations and plasma gonadotropin levels in
prepubertal ram lambs. Dorper ram lambs (age= 2 months; control group, n= 5; treatment
group, n=15) were immunised by using an anti-GnRH vaccine (two administrations spaced 15d)
developed by linkihng a GnRH homologous molecule to tetanus toxoid (clostridial toxoid) with
aluminum hydroxide as coadjuvant. To determine the effectiveness of the vaccination protocol,
testicular morphometry was evaluated (length, width, mean volume and total volume) together
with histopathological alterations in testicular tissue samples (seminiferous tubule diameters,
spermatogonia per testis and sperm presence) and endocrine responses (ELISA) from blood
samples (FSH, LH, testosterone and cortisol plasma levels). Morphometric parameters (testicular
length, width and volume) were significantly reduced in vaccinated animals with respect to the
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control group (p< 0.05). The anti-GnRH vaccine generated a reduction in testicular volume of 11-
fold. Tubule diameters decreased in the vaccinated group with respect to the control by a factor
of ~3.5. Both tubule and intertubular volumes significantly decreased in vaccinated ram lambs
(p<0.05). There was also a significant reduction of the lumen in the vaccinated animal group
(p<0.05). Vaccinated animals showed significant reductions in spermatogonial numbers by a
factor of ~40-fold (p<0.05). Sperm was absent in all seminiferous tubules in the 60% (9/15) of
individuals. No significant differences were observed between vaccinated and control group
regarding FSH, LH or testosterone plasma levels (p>0.05). In conclusion, prepubertal active
immunization against GnRH led to marked differences on testes morphometry and activity in
ovine species, however, it did not affect endocrine levels nor spermatogenesis in all individuals
studied showing a partial vaccination effect in some of them. Thus, taking into account the
heterogeneous dysfunctional responses obtained, different vaccination assays and strategies
should be tested before active immunization against GnRH is considered as a viable alternative

to conventional surgical sterilization.

Keywords: active immunization, GnRH; testicular histopathology, endocrine response, ovine.

INTRODUCCION

El aumento en la productividad carnicera y sus caracteristicas
tiene relacién con a supresién de la funcién reproductiva en
animales domésticos ha sido siempre un factor importante
debido a las ventajas que proporciona aumentando la
productividad y las caracteristicas del producto. Esta supresién
se ha llevado a cabo por diferentes metodologias basadas en
diferentes procedimientos hormonales, quimicos, quirirgicos,
etc.,, siendo la mdés frecuente la esterilizacién quirdrgica.
Aunque, el procedimiento tiene efectos secundarios tales como
traumas, infecciones, hemorragias, estrés, dolor, malestar o
incluso, en ocasiones, la muerte. Otros inconvenientes que
podemos encontrar estén relacionados con un elevado gasto
econdémico, retraso en la productividad o la deposicidn
excesiva de grasa en la carne. Es por ello, que debido a estos
y otros factores, los métodos de esterilizacién no quirdrgicas
son muy recomendables.

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es un
decapéptido sintetizado a nivel del hipotdlamo. Esta hormona
controla la liberacién de gonadotropinas desde la
adenohipéfisis, tales como la hormona luteinizante (LH) o la
hormona foliculo-estimulante  (FSH) y por lo tanto es
responsable del desarrollo de la funcién reproductiva en
mamiferos (Clarke y Pompolo, 2005). De este modo, suprimir
la liberacién de gonadotropinas a nivel del eje hipotdlamo-
hipofisario, reduce la concentracién de estas hormonas a nivel
gonadal inhibiendo la funcién de las células de Leydig y las
células de Sertoli, y como consecuencia la espermatogénesis
(Kauffold et al., 2010).

Uno de los tratamientos mds prometedores en la supresién de
la funcién reproductiva es conocido como inmunocastraciéon o
inmunoesterilizaciéon. Este procedimiento se basa en el
desencadenamiento de una respuesta autoinmune que directa
o indirectamente modifica la estructura y funcién de las
goénadas reduciendo la actividad de las hormonas sexuales y
la capacidad de producir gametos (Occhio et al., 2001). Asi,
el disefio de una vacuna basada en una funcién anti-GnRH
podria ser de gran relevancia, debido a los efectos que tiene
esta hormona en la funcién reproductiva (Morton, 2007).
Algunos intentos en la produccién de este tipo de vacunas, no
han tenido resultados del todo satisfactorios, debido a la baja
efectividad en la funcién supresora de la GnRH, quizd debido
a la poca afinidad de los anticuerpos generados o por la
utilizaciéon de vehiculos o adyuvantes no apropiados (Goubau
et al., 1989).

testicular en animales
la estimulacién de las

El crecimiento y la maduracién
prepuberes es dependiente de

gonadotropinas (FSH y LH) y del aumento de las
concentraciones de testosterona (T) a nivel plasmatico (Han et
al., 2014). Estudios realizados por Janett et al. (2012)
confirman la importancia de la edad en la efectividad de la
inmunizacién, siendo més eficaces los tratamientos realizados
antes de la pubertad. Teniendo en cuenta lo expuesto
anteriormente, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la inmunizacién activa anti-GnRH en el desarrollo de
la funcién reproductiva en ovino a partir de una vacuna
especificamente disefiada como alternativa a la esterilizacién
quirdrgica. Para ello se tendrdn en cuenta los efectos
derivados del tratamiento en la morfologia testicular,
histopatologia del tejido testicular y los niveles plasmaticos
hormonales de gonadotropinas en corderos prepuberes.

MATERIAL Y METODOS

En la presente investigacién se utilizaron 20 corderos de raza
Dorper (2 meses de edad) ubicados en el cantén Latacunga,
provincia de Cotopaxi, Ecuador (latitud: 0° 56’ 00" S; longitud:
78° 37' 00" O; altitud: 2.750 m.s.n.m.). Todos los animales
fueron sometidos a un riguroso control sanitario verificando la
ausencia de patologias.

Los corderos se dividieron en 2 grupos. El primero (n= 5) se
utilizé como grupo control (aplicacién de solucién salina, NaCl
0.9%), y al segundo (n= 15) se le aplicaron dos dosis de 2 mL
(la primera de inmunizacién y la segunda de refuerzo con un
espacio de tiempo de 15 dias entre ambas) de una vacuna
anti-GnRH de liberacién lenta con un contenido total de ~500
Mg de un andlogo sintético de la hormona GnRH (acetato de
buserelina) conjugada con toxoides provenientes de Clostridium
septicum (4x103 ppm) y de Clostridium chauvoei (16x107 ppm).
Se utilizé como coadyuvante hidréxido de aluminio (15 mg) y
como vehiculo inyectable agua milli-Q con un 2% de
formaldehido.

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular en todos
los individuos (5 ml) para la determinacién del perfil hormonal.
La primera muestra se tomé un dia antes del inicio del
experimento para tener una referencia del perfil plasmatico
hormonal en ambos grupos. A continuacién, se tomaron
muestras cada 15 dias hasta el final del experimento. A partir
de estas muestras se realizaron andlisis hormonales mediante
la técnica de ELISA indirecto (Abnova, Taipei, Taiwan) para la
determinacién de los niveles plasmaticos de las hormonas FSH,
LH, testosterona y cortisol. Simultdneamente a las muestras de
sangre tomadas, cada 15 dias se realizaron mediciones de la
morfologia testicular de cada uno de los individuos de ambos
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grupos (longitud y anchura de los testiculos). Finalmente,
aproximadamente a los 30-40 dias después de la ultima
aplicacién de la vacuna anti-GnRH (~ 4 meses de edad) todos
los animales fueron esterilizados quirdrgicamente
independientemente del grupo al que pertenecian. Los
testiculos fueron mantenidos en hielo (-4°C aprox.) antes de ser
procesados para el andlisis histopatolégico.

Tras retirar la tonica vaginalis y el epididimo, se evalué el
volumen testicular utilizando el método del desplazamiento de
agua utilizando una probeta graduada. Muestras de tejido
testicular (aprox. 0.5 cm3) fueron fijadas en 4% de
formaldehido durante 48h para finalmente ser almacenadas
en etanol al 70% (4 °C). Las muestras se procesaron mediante
una serie de pasos de deshidratacién en etanol al 70% (30
min. x 2), etanol al 96% (30 min x 2), etanol al 100% (30 min.
x 2), xileno (45 min. x 2) y finalmente se realizé una infiltracién
de parafina en un procesador de muestras para histologia
(Slee MTM, Mainz, Alemania). Una vez que la parafina quedé
solidificada se realizaron cortes de 5 Um de espesor mediante
un  micrétomo (Cut 6062, Slee, Mainz, Alemania). A
continuacién las muestras fueron desparafinizadas, tefiidas con
Hematoxilina de Harris y montadas mediante bdlsamo de
Canadd (Biopack, Buenos Aires, Argentina). El tejido testicular
se analizé en términos de morfologia general, estereologia y
pardmetros morfoldgicos especificos. Las imdgenes fueron
tomadas con una videocdmara (Tucsen Imaging Technology
Co., Ltd, Beijing, China) para su posterior andlisis. La densidad
de volumen de los compartimentos testiculares (tGbulos
seminiferos y los espacios intersticial e intertubular) fueron
estimados a partir de una graticula de 30 puntos (separacién
entre puntos de 195-Um) superpuesta de forma digital de
forma aleatoria sobre imégenes tomadas del tejido testicular
correspondientes a los tratamientos llevados a cabo. Se
tomaron un total de 20 imdgenes por muestra contando en
cada una de ellas 600 puntos especificos. El didmetro de los
tibulos seminiferos se realizé6 a partir de mediciones digitales
siendo calculado como la media entre los ejes mayor y menor
de cada tibulo elegido aleatoriamente. Los didmetros
tubulares (aprox. 55 por muestra) fueron medidos y evaluados
mediante el software Image-J (http://imagej.nih.gov/ii/). La
determinacién del estadio de desarrollo espermatogénico
(espermatogénesis) en los tibulos que mostraron presencia de
espermatozoides se realizé segin la metodologia llevada a
cabo en ovino por Bilaspuri y Guraya (1986).

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante la
utilizacién del software SPSS v. 17 para Windows. Tras una
previa exploraciéon de los datos, se procedié a la aplicacién
del test ANOVA de una via para la comparacién de las
medias obtenidas a partir de los andlisis estereolégico y
morfométrico. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas  cuando P<0,05. Cuando se detectaron
diferencias estadisticamente significativas se llevaron a cabo
andlisis estadisticos basados en comparaciones multiples
mediante el test post hoc de Bonferroni.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se reportan las diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a los pardmetros de morfologia
testicular (longitud, anchura, volumen y volumen total) entre
ambos grupos (control e inmunizado contra GnRH) (p<0,05). En
la Tabla 2, se reportan las diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al didmetro de los tibulos seminiferos,
n° de espermatogonias por ftesticulo y presencia de
espermatozoides entre ambos grupos (control e inmunizado
contra GnRH) (p<0,05).
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Tabla 1. Pardmetro de morfometria testicular tras la aplicacién
de la vacuna anti-GnRH en corderos prepiberes al final del
periodo experimental en el grupo control (no inmunizado) y en
el grupo tratado (inmunizado).

Morfometria Grupo 1 Grupo 2
Testicular (Control) (Inmunizados)
Longitud (mm)

Media +SEM 12.01+0.18¢ 5.710.42b
Anchura (mm)

Media +SEM 5.41+0.19¢ 2.3+0.15b
Volumen (mm3)

Media +SEM 186.9+15.00¢ 17.413.43p
Volumen Total

(D+1, mm3) 377.8129.09« 2.3+£0.15b
Media +SEM

Todos los individuos (n= 20) eran prepiberes y sin patologias
clinicas. Los diferentes superindices (a-b) en cada fila indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (p < 0,05). Edad de los animales al final del
periodo experimental = ~ 4 meses. El volumen fue estimado
usando los pardmetros longitud y anchura mediante la férmula
matemdtica del esferoide prolato.

Tabla 2. Pardmetros de morfometria de tibulos seminiferos
tras la aplicacién de la vacuna anti-GnRH en corderos
prepuberes al final del periodo experimental en el grupo
control (no inmunizado) y en el grupo tratado (inmunizado)

Morfometria Tobulos Grupo 1 Grupo 2
Seminiferos (Control) (Inmunizados)
Didmetro (Um) 180.6* 3.09¢ 51.0% 1.03b
Media +SEM

Espermatogonias por

testiculo(X 1072) 22.8+ 1.8 1.08% 0.16
Media +SEM

Presencia espermatoz.

(+ presencia/- ausencia) + -#

Los diferentes superindices (a-b) en cada fila indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales
(p < 0,05). *Presencia negativa de espermatozoides (60%
efectividad). Edad de los animales al final del periodo
experimental = ~ 4 meses.

Tabla 3. Concentraciones hormonales tras la aplicacién de la
vacuna anti-GnRH en corderos prepiberes al final del
periodo experimental en el grupo control (no inmunizado) y
en el grupo tratado (inmunizado)

Concentracion Grupo 1 Grupo 2
hormonal (Control) (Inmunizados)
FSH (ng/mL)
Media +SEM 0.91+0.04 0.9%£0.02
LH (ng/mlL)
Media +SEM 0.3+0.01 0.3+0.01
Testosterona (ng/ml)
Media +SEM 0.0£0.00 0.1£0.00
Cortisol (ng/ml)
Media +SEM 0.21+0.00 0.7%£0.10
Se tomaron muestras de sangre de todos los individuos (n=20)
para realizar los diferentes andlisis hormonales. No se
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observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales (p > 0,05). Edad de los animales al final
del periodo experimental = ~ 4 meses.

En la Tabla 3 se muestran detalladamente los diferentes
resultados  obtenidos respecto a las concentraciones
plasmaticas hormonales tras la aplicacién de la vacuna anti-
GnRH en el presente estudio. Como podemos comprobar en
la Tabla 3., no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la concentracién hormonal (FSH, LH,
testosterona y cortisol) obtenida a partir del plasma seminal
entre los grupos control y vacunado contra la GnRH (p>0,05).

DISCUSION

Desde hace décadas se han llevado a cabo estudios con el fin
de regular la actividad reproductiva en animales domésticos
y salvajes (Bradley et al., 1999). Entre otros, la inmunizacién
activa anti-GnRH se ha considerado una posible alternativa a
la esterilizacién mediante  procedimientos  quirdrgicos
convencionales. De esta manera, aprovechando la ventaja
fisiolégica de que el desarrollo a nivel gonadal en esta
etapa aln no alcanza una funcionalidad completa, se aplicé
el tratamiento con el fin de inmunizar individuos prepuberes y
ver los efectos morfoldgicos a nivel testicular, histopatologia y
las respuestas endocrinas a nivel plasmdtico. Los resultados
mostraron que hubo un efecto parcial en el grupo tratado en
cuanto a la supresién del proceso de espermatogénesis asi
como la ausencia de efecto en el perfil hormonal a nivel
plasmdtico de la FSH, LH, testosterona y cortisol a lo largo de
todo el protocolo experimental. Este efecto en algunos
individuos del grupo tratado puede deberse a factores
intrinsecos y extrinsecos que afectarian al proceso
espermatogénico (Pareek et al., 2007). Un posible factor que
pudo influir en los resultados hormonales fue la baja
frecuencia en la toma de muestras de sangre realizada en el
presente estudio (cada 15 dias), debido a que en las
primeras semanas de vida, los individuos prepuberes
muestran ondas episddicas de liberacién hormonal de forma
aleatoria a lo largo del tiempo (Hernandez-Medrano et al.,
2012).

Otro factor que puede influir en los resultados estd
relacionado con la variacién inter-individual de la respuesta
inmunolégica, que a su vez puede estar influenciada por el
genotipo de cada individuo e incluso por interferencias con
los anticuerpos de origen materno (Niewiesk, 2014). También
se han descrito interacciones hormonales tales como el efecto
de feed-back negativo ejercido por otras hormonas tales
como la testosterona o la inhibina sobre la liberacién de FSH,
sin embargo en el presente estudio esta situaciéon es poco
probable debido a que este hecho suele suceder en animales
sexualmente maduros (Simoni et al., 1999). Asi, la hormona
GnRH es la hormona clave para la liberacion de FSH y LH
durante la fase prepuberal en mamiferos (Clayton, 1985;
Clarke y Pompolo, 2005). Sin embargo, hay evidencias del
efecto refractario de la FSH, LH y testosterona plasmdticas en
los individuos inmunizados de forma activa contra la
testosterona en la fase prepuberal, unido a un feedback
reducido a nivel del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal que
resulta en una mayor estimulaciéon gonadotréfica a nivel del
tejido testicular (Han et al.,, 2014). En el presente estudio,
teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el efecto de la
inmunizacién anti-GnRH no siguié un patrén endocrino cldsico
de retroalimentacion (Ferris y Shupnik, 2006), al menos
durante la fase prepuberal en la especie ovina. Ademds, los
niveles hormonales endocrinos observados debido a la
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inmunizacién podrian no estar solamente influenciados por la
neutralizacién de la  hormona GnRH, sino también
probablemente por las modificaciones de la respuesta de los
receptores de gonadotropinas a nivel del tejido testicular
(Auclair et al., 1995). Asi, una secrecién residual de FSH
inesperada junto con una baja concentraciéon de testosterona
sérica podria ser suficiente para mantener una poblacién
marginal de espermatogonias que conserven el proceso
espermatogénico (Hernandez-Medrano et al., 2012; Han et
al., 2014).

Por otro lado, tras la vacunacién anti-GnRH, se produjeron
cambios acentuados a nivel morfoldgico testicular en todos los
individuos. El cambio mas evidente fue observado en la
reduccién del didmetro de los tibulos seminiferos. La
regresion testicular no fue solamente a nivel local sino que
ambos espacios tubular e intertubular tuvieron una
considerable reduccién de sus dimensiones, mostrando de
forma general que la inmunizacién anti-GnRH induce a un
bloqueo del desarrollo normal de la espermatogénesis en
corderos prepuberes. Sin embargo, no podemos olvidar que
en algunos animales se detecté la presencia de
espermatozoides en la luz del tibulo, lo que determina que el
efecto de la vacuna anti-GnRH tenga un efecto parcial
individuo-dependiente.

Otro resultado interesante fue la obtencién de una reduccidn
en el nimero de espermatogonias y otras células germinales
en los animales vacunados, sin excepciones entre individuos y
por tanto, podemos decir que aunque de manera parcial en
algunos individuos, en todos hubo un inmunobloqueo de la
GnRH que pudo afectar a la liberacién de FSH y LH. A pesar
de la reduccién de la poblacién de espermatogonias en el
presente estudio, no sabemos el origen que puede tener esta
poblacién residual, pudiendo provenir de células madre
espermatogénicas fisiolégicamente activas tras los efectos del
tratamiento de inmunizacién anti-GnRH. Por lo tanto, no
deberiamos descartar realizar test funcionales en el futuro
respecto a la actividad de estas células madre
espermatogénicas (Aponte, 2015). La distribucién de GnRH y
sus receptores a nivel testicular tienen un papel fundamental
en el control de la esteroidogénesis y en el desarrollo de las
células germinales y su liberacién en el lumen de los tibulos
seminiferos (Ferris y Shupnik, 2006). Sin embargo, de las dos
funciones, probablemente sélo la funcién esteroidogénica
afecté a los receptores de GnRH en el presente estudio,
debido a que este tipo de receptores sélo se han detectado
en células germinales maduras dentro de la barrera hemato-
testicular en el compartimento adluminal de los tdbulos
seminiferos (Ferris y Shupnik, 2006). Ademds, no podemos
olvidar que en ausencia de la sefializacién celular disparada
por la testosterona, el proceso de la espermatogénesis queda
bloqueado durante la meiosis y la onda de produccién de
espermdtidas se reduce considerablemente (Yeh et al., 2002).
De hecho, el bloqueo de la meiosis puede tener diferentes
origenes fisioldgicos, y estos pueden coexistir para ejercer un
efecto sinérgico. Un ejemplo de ello son las células de Sertoli
que pueden inhibir indirectamente la secrecién de GnRH en el
compartimento adluminal mediante los receptores de
andrégenos, o incluso los anticuerpos anti-GnRH que podrian
neutralizar a la GnRH a nivel del intersticio (Ferris y Shupnik,
2006).

CONCLUSION

En conclusidn, los resultados obtenidos en el presente estudio
indicaron que la aplicacién de la vacuna anti-GnRH como
alternativa a la esterilizacién quirdrgica convencional en
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corderos prepUberes afecté negativamente la actividad y el
desarrollo testicular. Sin embargo, la respuesta inmune fue
heterogénea y no afecté completamente el proceso de la
espermatogénesis ni los niveles endocrinos de FSH, LH,
testosterona o cortisol en algunos individuos. Por ello, se
necesitan llevar a cabo nuevos ensayos y estrategias antes de
recomendar el momento fisiolégico de vacunacién anti-GnRH
asi como el protocolo a seguir durante la inmunizacién en
corderos prepuberes.
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