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Esta obra esta bajo una

Resumen: La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) constituye un excelente blanco farmacolégico para el
manejo reproductivo de animales de compaiiia, de
produccioén y silvestres. En este trabajo se evalud el efecto de
la vacuna Improvac® contra GnRH para suprimir la
espermatogénesis en el gato doméstico. A siete gatos adultos,
clinicamente sanos y mantenidos en ambiente controlado, se
les aplicaron dos dosis de la vacuna, con cuatro semanas de
intervalo y utilizando la via subcutianea. Los animales se
evaluaron cada dos semanas durante 180 dias. Los
parametros seminales, el volumen testicular y el tamafio de
las espiculas peneanas comenzaron a disminuir dos meses
después de la primera dosis vacunal. Al final de la experiencia
los parametros seminales y el volumen testicular
descendieron 90 % y 49 %, respectivamente, en relaciéon con
los valores iniciales y las espiculas peneanas evidenciaron
una atrofia casi completa. Los parametros hematologicos se
encontraron, durante todo el estudio, dentro de los valores
normales para los gatos domésticos. Este es el primer trabajo
que evalda la efectividad de la vacuna Improvac®. para el
control reproductivo en gatos machos. Futuros estudios
permitirdn determinar la duracién de la inmunocastracién y
el potencial reproductivo posterior a su utilizacion.

Palabras clave: inmunocontracepcion, control
reproductivo, castracion.

Abstract: This study aims to assess the effect of the anti-
GnRH vaccine Improvac® on the reproductive control of
male domestic cats. Seven clinically healthy adult male cats
were used. Cats were maintained in a controlled environment
to avoid sperm variations due to photoperiod. Semen
samples, testicular volume, penile spines quality, and blood
samples for hemogram and serum glucose determination
were evaluated every two weeks for 180 days. After three
consecutive seminal evaluations, the first dose of the vaccine
was administered, followed by a second dose 4 weeks later.
Reductions in seminal parameters, testicular volume, and
penile spines size were observed in six cats two months after
vaccination and continued until the end of the study. By this
time, seminal parameters and testicular volume decreased 90
% and 49 %, respectively, compared to initial values. Penile
spines showed almost complete atrophy. Hematologic
parameters observed during the study period were within
normal values for domestic cats. This is the first report that
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assessed the immunocontraceptive effectiveness of the Improvac®
vaccine for reproductive control in male domestic cats. Further
studies are necessary to determine the duration of the contraceptive
effect and fertility after vaccination.

Keywords: immunocontraception, reproductive control, castration.

Introduccion

La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) ha sido, por décadas, un
excelente blanco farmacologico para el manejo reproductivo de animales de
compania, de produccion y silvestres (Naz & Saver, 2016). Esto se debe a que
la GnRH, sintetizada y liberada de manera pulsatil por el hipotalamo,
estimula la liberacion de las principales hormonas reproductivas hipofisiarias
(hormona luteinizante -LH- y foliculo estimulante -FSH-), induciendo el
desarrollo folicular y la ovulacién en hembras y la producciéon espermatica en
machos. Por lo tanto, la aplicacion de una vacuna que estimule la generacion de
anticuerpos especificos que neutralicen la actividad de GnRH, inhibir4 la
secrecion de FSH y LH, causando infertilidad (Naz & Saver, 2016). Aunque se
trata de una molécula con potente acciéon reproductiva, la GnRH es un
decapéptido débilmente inmunogénico, por lo que ha sido conjugado con
proteinas como metaloproteinas de Megathura crenulata, o toxoides como el
tetanico o el de difteria para potenciar su accion inmunogena (Levy et al., 2004;
Naz & Saver, 2016). Si bien la efectividad de estas vacunas para el control
reproductivo ha sido comprobada en animales de compania (Levy et al.,2011),
actualmente no son utilizadas en Argentina debido a que, o bien no estan
disponibles para felinos, o su alto costo hace dificil su comercializacion. Sin
embargo, actualmente en Argentina se comercializa una vacuna contra GnRH
(Improvac®) disefiada para su utilizacion en cerdos. Se encuentra formulada
sobre la base de un péptido sintético analogo a la GnRH conjugado con
toxoide de difteria, cuyo adyuvante es una emulsion acuosa en aceite. Esta
emulsion promueve una buena respuesta antigénica contra la hormona
liberadora de hormonas sexuales, suprimiendo de esta forma la funcion
reproductiva. Es ampliamente utilizada en produccion porcina debido a que
mantiene las tasas de crecimiento y rendimiento, eliminando el olor y el sabor
asociados a hormonas sexuales, lo que deprecia el valor de la carne (Cardelino.
2013; Zamaratskaia et al., 2008). Esta vacuna también ha resultado eficaz para
producir atrofia testicular y supresion de la funcion reproductiva en equinos,
caprinos y caninos(Ajadi& Gasal 2016; Birrell et al., 2021; Bishop et al., 2015).

Los resultados observados en estas especies sugieren que su accidn
inmunosupresora gonadal podria ser de aplicaciéon en el control reproductivo
de felinos domésticos. Sin embargo, su eficacia ain no ha sido probada en
felinos domésticos, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la vacuna Improvac® para suprimir la espermatogénesis en el gato
doméstico.
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Materiales y métodos

El disefio de esta investigacién fue aprobado por el CICUAL de la Facultad de
Ciencias Veterinarias (FCV) de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP)
(101-9-19T). Se utilizaron siete gatos adultos de dos a cinco afos, clinicamente
sanos, pertenecientes a la colonia reproductiva de la Catedra de Reproduccién
Animal. Los animales se alojaron en jaulas individuales (0,75 x 1,5 x 2 m), bajo
fotoperiodo de ciclos alternos para mantener la calidad de semen (Nufiez Favre
et al., 2012) y fueron alimentados con alimento balanceado premium (Balance
Control de pH, Vitalcan, Argentina) y agua ad libitum.

Transcurrida la adaptacion al nuevo ambiente (45 dias) y el periodo que
permite evidenciar el efecto luminico sobre la calidad de semen (dos ciclos
espermatogénicos de 46,8 dias cada uno) se comenzé con la toma de las
muestras seminales, mediante electroeyaculacién cada dos semanas. Se
incluyeron en el estudio animales que presentaron parametros seminales
acorde a lo establecido para la especie en tres evaluaciones seminales
consecutivas (Nunez Favre et al., 2018). Luego (dia 0 -Do-) se aplico, en la
region costal izquierda, la primera dosis (0,5 ml) de la vacuna anti-GnRH
(Improvac®, Zoetis Belgium SA, Louvain- la-Neuve, Bélgica) utilizando la via
subcutanea. La segunda dosis se aplicdé 30 dias mas tarde (D30), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Los muestreos seminales se continuaron cada dos
semanas, durante 180 dias (D180). A todas las muestras seminales se les
realizaron las siguientes pruebas de contrastacion: motilidad (MOT, %), vigor
(VIG), volumen (VOL, ul), concentracién espermatica (CON, x10/ml), cantidad
de espermatozoides totales (ET, x10), viabilidad (VIA %; tincién eosina-
nigrosina) y morfologia espermatica (SM, % normal; Tincién 15., Biopur,
Argentina). La toma de muestras y la evaluaciéon seminal se realizaron segtn lo
descripto por Garcia et al. (2020). Antes de cada muestreo seminal se
determino el volumen testicular mediante la formula de la elipse y se registro
subjetivamente el tamafio de las espiculas peneanas, también denominadas
papilas queratinizadas del pene (Goericke-Pesch et al., 2011). Concluida la
evaluacion del semen se tomdé una muestra de sangre con EDTA para
hemograma y una muestra de sangre con EDTA/fluoruro de sodio para
determinacion de glucosa plasmatica. Las muestras para hemograma fueron
procesadas con un analizador hematologico semiautomatizado (Sysmex KX-
21, Venezuela), y el conteo diferencial de leucocitos se realiz6 en frotis tenidos
con May-Griinwald Giemsa (Stornelli et al., 2012). La determinaciéon de
glucosa se realiz6 mediante espectrofotometro (Metrolab plus 1600 Clinical
Analyzer, Argentina), utilizando el reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa de
BioSystems. Se realiz6 andlisis de varianza mediante procedimiento GLIMMIX
del paquete estadistico SAS. Las variables concentracion, cantidad de
espermatozoides totales y conteos hematologicos fueron ajustadas a una
distribucién Poisson. Los resultados se presentan como diferencia de
cuadrados minimos + desvio estandar, con una significancia de P<0,05.

Resultados

Entre las 24 y las 48 horas posteriores al Do, se observo un aumento leve
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transitorio de la temperatura corporal (de 0,5 a 1 °C). En seis gatos, todos los
parametros seminales comenzaron a disminuir a los dos meses después del
Do, continuando el descenso hasta el final del estudio, momento en el que se
observaron diferencias significativas, con respecto a los valores iniciales (Tabla
1). El volumen testicular descendi6 21% a los 2 meses, 41% a los 4 meses y 49%
a los seis meses (2902,01+22,00 mms3 vs. 2292,80+19,55 mms3; 1704,18+
18,46 mm3; y 1500,54+27,39 mms3; respectivamente; P<0,001). Las espiculas
peneanas disminuyeron su tamano a partir del segundo mes, evidenciando una
atrofia casi completa hacia el final del estudio. En uno de los gatos se observo
una respuesta mas lenta, el volumen testicular, los parametros seminales y el
tamafio de las espiculas peneanas comenzaron a disminuir al cuarto mes,
continuando hasta el final del estudio.

Tabla 1. Evaluaciones seminales en gatos (n=7) inmunocastrados mediante dos dosis de la vacuna
contra GnRH Improvac®

Periodo de tratamiento (dias)

Evaluacion de semen 0 90 180
Motilidad (%) 70,00 £ 3,4 34,12 £2,6%* 2,50 £ 1,1**
Vigor (0-5) 3,60+ 0,8 2,44 £0,7 1,36 £ 0,8*
Volumen (pl) 131,67 +4,7 60,00 +3,5%* 50,00 +5,0%*
Concentracién (x10/ml) 150,00+ 5,0 88,16 +£4,2%* 10,08 £2,2%*
Cantidad de espermatozoides totales 22,76 + 2,0 491 £+ 1,0%* 0,70 £ 0,6**
(x10°)

Viabilidad (%) 63,00 £4,5 47,00 + 4,4* 30,00 £+ 6,6*
Morfologia espermatica (% normal) 67,16 +4.7 36, 32 +£9,0* 36,95+4,10*

Los valores se encuentran expresados como diferencia de cuadrados minimos + error estandar. *
diferencias significativas P <0,05; ** diferencias altamente significativas P <0,001.

Tabla 2. Valores hematoldgicos observados en gatos (n=7) inmunocastrados mediante dos dosis de
la vacuna contra GnRH Improvac®

Periodo de tratamiento (dias)

Parametro 0 30 60 90 120 150 180
Glucosa (mg/dL) 70,00+ 3,2 67,29 +3,1 66,86 + 3,1 65,40+ 3,6 67,50+ 3,4 68,33 + 3,7 65,50 £6,5
Hematocrito (%) 3586+1,3 29,29+1,3* 2929+1,3* 28,80+1,6% 30,67+14* 29,00=+2,0% 27,00+2,5*
Concentracion de 11,83 +04 9,57+ 0,4*%* 9,67+04** 10,00+0,5*% 10,33 £ 0,4* 9,50 + 0,6* 9,20 +£0,7*
hemoglobina (g/dL)
Recuento de eritrocitos 7,47+0,3 6,03 £0,3**  6,07+0,3*%* 572+£0,3%* 6,33 £0,3* 6,01 £0,4* 5,61 £0,5*
(10%/uL)
Recuento de leucocitos 8,60+ 1,3 9,56+ 14 9,07+ 14 9,61 £1,7 9,37+1,5 9,07+0,3 8,76 £3,3
(10°/uL)
So6lidos totales (%) 8,26+ 1,1 8,43+ 1,1 9,17+1,1 923+2,0 9,40 £ 1,3 9,60 £2,0 9,00 £2,1
Formula leucocitaria (%)
Neutrofilos segmento 69,29+37 73,43+4,0 80,29 +4,2%* 72,60 + 4,6 7733 +44*% 72,67+6,0 69,00 +7,1
Neutrofilos en banda 1,00+ 0,5 0,71+0,4 229+1,0 1,80+ 0,1 1,50+ 0,8 0,67 +0,6 3,00+2,3
Linfocitos 28,43 +51 21,71+4,0 13,86 £2,7% 15,60 + 3,5% 14,50 +£3,0* 21,67 +£6,1 22,50+7,7
Monocitos 0,43+0,2 0,71+0,3 0,71 +£0,3 0,20+0,2 0,67 +0,3 0,33£0,3 0,27 +£0,2
Eosinofilos 50009  343+1,0 2,86+ 1,0 7,60 +1.2 5,12+ 1,0 467+1,2 5,50+ 1,7

Los valores se encuentran expresados como diferencia de cuadrados minimos + error estindar. *
diferencias significativas P <0,05; ** diferencias altamente significativas P <0,001.
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Los valores hematologicos correspondientes a los muestreos previos a la
vacunacion se encontraron dentro de los parametros considerados normales
para los gatos domésticos (Cinkenbeard & Meinkoth, 2000). Se observaron
diferencias en algunos de los valores hematologicos al comparar Do con D30,
D60, D9o, D120, D150 y D180 (Tabla 2). Sin embargo, todos los valores se
mantuvieron dentro del intervalo de referencia normal para la especie, tal
como ocurri6 con las muestras obtenidas antes de la aplicaciéon de la vacuna.

En cuanto a la concentracion de glucosa sérica, no se observaron diferencias
durante el estudio (Tabla 2) y los s6lidos totales evidenciaron un incremento
paulatino no significativo, encontrandose levemente por encima del intervalo
de referencia: 6 a 8 g/dl (Cinkenbeard & Meinkoth, 2000). Los animales
presentaron, en el sitio de aplicacion de la vacuna, una reaccion tisular
palpable en el tejido subcutdneo de aproximadamente un cm de diametro, la
cual resolvié dentro de los 14 a 21 dias posteriores al Do.

Discusion y conclusiones

La reduccion de los parametros reproductivos observados en este estudio
concuerda con los comunicados en gatos tratados con la vacuna Gonacon.
(Levy et al., 2004; 2011) y con implantes de GnRH (Goericke-Pesch et al.,
2011; Nunez Favre et al., 2018). Una respuesta variable entre individuos ha
sido observada con la vacuna Gonacon®, aun con altos titulos de anticuerpos
vacunales (Levy, 2011). Birrell et al. (2021) observaron una reduccion del 50 %
en el tamano testicular 57 dias posteriores a la aplicacion de la primera dosis
de la vacuna Improvac®. en potros y, si bien en nuestro trabajo la reduccion
fue mas lenta (49% al D180), los hallazgos concuerdan con las observaciones
en potros. En nuestro estudio los gatos presentaron una reaccion tisular leve
en el sitio de inoculacién, la cual se resolvid en el transcurso de dos a tres
semanas. De manera similar, se ha descripto la formacion de granulomas
estériles e indoloros en el sitio de inoculaciéon de la vacuna Gonacon® en gatos
ferales (Miller et al., 2008). Asimismo, nuestros resultados demostraron que,
si bien la aplicacién de la vacuna Improvac®. indujo disminucién del
hematocrito, del recuento de eritrocitos y de la concentracion de hemoglobina,
estas disminuciones fueron acompafiadas por un aumento en los sélidos
totales, probablemente a expensas del aumento de las globulinas en respuesta
a la vacuna Improvac®. Resultados similares fueron comunicados
recientemente en gatas inmunizadas con la vacuna Improvac® como método
anticonceptivo (Carrasco Sangache et al., 2021). Ademas, la disminucién del
hematocrito y de la concentracién de hemoglobina observada en nuestro
estudio al D30 concuerda parcialmente con los hallazgos de Ajadi & Gazal
(2016) en perros inmunocastrados mediante la vacuna Improvac® debido a
que, en dicho estudio, la disminucién de los mencionados parametros fue
observada a partir de la décima semana de tratamiento. Ademas, los autores
consignaron una disminucién de los leucocitos totales desde la aplicacion de la
vacuna hasta la semana seis, seguida de un aumento hasta la semana 16, hecho
que no fue observado en este estudio.

Este es el primer trabajo que evalia la efectividad de la aplicacion de la
vacuna Improvac® contra la hormona liberadora de gonadotrofinas para el
control reproductivo en gatos machos. Si bien la utilizaciéon de esta vacuna
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mostro variaciones individuales en su respuesta, resulté efectiva para reducir
la calidad seminal. Futuros estudios permitiran determinar la duracion de la
inmunocastracion y el potencial reproductivo posterior a la vacunacion.
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