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RESUMEN

EFECTO DE LA APLICACION DE UNA VACUNA ANTI-GNRH COMO
METODO INMUNO-CONTRACEPTIVO EN FELINOS MACHOS

La contracepcion en el gato doméstico es considerada necesaria para prevenir la
ocurrencia de enfermedades reproductivas, asi como para para evitar la
superpoblacion de gatos callejeros los cuales representan un riesgo para la
poblacion humana. Si bien el método de eleccion para el control reproductivo es la
castracion quirdrgica, es costosa y requiere cuidados postquirurgicos, por lo cual
desde hace varias décadas se han evaluado alternativas médicas para controlar la
reproduccion. El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de la vacuna anti
GnRH Improvac® como método contraceptivo en gatos machos. Para ello se
mantuvieron en ambiente acondicionado 12 gatos adultos (2 a 5 afios) clinicamente
sanos. Se realizaron muestreos hematologicos y seminales cada dos semanas, desde
seis semanas antes de la vacunacidon (pretratamiento, n=3) hasta 24 semanas
después de la primera aplicacion. Los gatos se dividieron aleatoriamente en dos
grupos: el grupo tratado (TRT, n=9) recibi6 la vacuna anti GnRH (Improvac®) y el
grupo control (CON, n=3) solucion salina, dos dosis con un intervalo de 4 semanas.
Los gatos vacunados mostraron una disminucion significativa de los pardmetros
seminales, volumen testicular y concentracion de testosterona sérica hasta el final
del estudio. Las caracteristicas morfologicas testiculares y epididimales
acompafiaron la disminucion de la concentracion de testosterona sérica y la
regresion del desarrollo de la hilera seminal. No se observaron efectos adversos en

ninguno de los animales manteniendo los valores hematologicos y bioquimicos



XV

dentro del rango de valores fisiologicos para la especie. Estos resultados sugieren
que la vacuna Improvac® podria utilizarse como método contraceptivo en gatos

domésticos.

PALABRAS CLAVE: gato, contraceptivo, morfologia espermatica, GnRH.
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SUMMARY

EFFECT OF THE APPLICATION OF AN ANTI-GNRH VACCINE AS AN

IMMUNO-CONTRACEPTIVE METHOD IN MALE FELINES

Contraception in the domestic cat is usefull to prevent reproductive diseases, as well
as to control overpopulation of unowned cats. Gonadectomy is the method of choice
for reproductive control, however, it is expensive and requires post-surgical care.
So, medical alternatives to control reproduction in cats have been evaluated. The
aim of this study was to evaluate the efficacy of the anti GnRH vaccine Improvac®
as a contraceptive method in male cats. Twelve clinically healthy adult cats (2 to 5
years) were kept in a conditioned environment. Hematological and seminal
sampling was performed every two weeks, from six weeks before vaccination
(pretreatment, n=3) until 24 weeks after. Cats were randomly divided into two
groups: the treated group (TRT, n=9) received anti GnRH vaccine (Improvac®) and
the control group (CON, n=3) saline, two doses with an interval of 4 weeks. The
day of the first application was defined as day 0 (DO).

Vaccinated cats showed a significant decrease in seminal parameters, testicular
volume, and serum testosterone concentration until the end of the study. In the same
way, testicular and epididymal morphology were along to the decrease in serum
testosterone concentration. No adverse effects were observed, and hematological
and biochemical values were within the range of physiological values. These results
suggest that Improvac® vaccine could be used as a contraceptive method in
domestic cats.

KEY WORDS: tomcat, contraceptive, sperm morphology, GnRH.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

CONTROL REPRODUCTIVO EN FELINOS MACHOS

La contracepcion en el gato doméstico es considerada necesaria para
prevenir la ocurrencia de enfermedades reproductivas, asi como para para evitar la
superpoblacion y a partir de ella la ocurrencia de poblaciones de gatos ferales. Es
importante considerar que el gato doméstico (Felis silvestris catus) es una especie
altamente prolifica, esto hace que en ciertas condiciones sea necesaria la supresion
de la fertilidad para controlar y evitar la sobrepoblacion (Goericke-Pesch y col.,

2014).

Las poblaciones de gatos callejeros, en las grandes urbes, quedan
conformadas por animales que sufren las inclemencias del tiempo, falta de alimento
y atencion cuando estan enfermos. Paralelamente, se convierten en un riesgo para
la poblacién humana en relacion con transmision de enfermedades y lesiones
(mordeduras, arafiazos) que puedan ocurrir cuando las personas tratan de interactuar

con estos felinos.

Se han evaluados variados métodos contraceptivos para el control
reproductivo en felinos, dentro de los cuales se incluyen aquellos que involucran
técnicas quirurgicas, como la orquiectomia y la vasectomia, asi como los
tratamientos médicos (progestagenos, andrégenos, implantes de melatonina,
analogos y antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropina GnRH). Otro
grupo de métodos contraceptivos son los inmunocontraceptivos, que generan

anticuerpos contra diferentes compuestos como el receptor de la hormona



luteinizante (LH), el antigeno espermatico, las proteinas de la zona pelucida del
ovocito o, la GnRH, (Kutzler y Wood 2006; Favre y col., 2014; Goericke-Pesch y
col., 2014; Asa 2018). Adicionalmente, se ha evaluado la inyeccion intratesticular
de agentes esterilizantes, también denominada castracion quimica (Root Kustritz,

2018).

Dentro de los métodos quirtrgicos la gonadectomia es el método de eleccion
para el control de la reproduccion en aquellos animales que no son destinados a la
reproduccion. La orquiectomia anula las facultades reproductivas y la accion de las
hormonas sexuales, disminuyendo el riesgo de desarrollar patologias prostaticas y
neoplasias (Bavera y Penafort, 2006). De esta forma no solo se controla la
reproduccion y las patologias asociadas a hormonas sexuales, sino también las
conductas sexuales secundarias como el marcado territorial, el vagabundeo y el
comportamiento agresivo, evitando infecciones y lesiones asociadas a peleas entre
machos durante la época reproductiva (Griffin y col., 2010; Cafazzo y col., 2019;

;Pelaez y col., 2018).

Desde el siglo pasado se demostrd que la vasectomia provoca la
azoospermia luego de 2 a 21 dias post cirugia (Pineda y Leeds, 1976; Silva y col.,
1993). Es una técnica quirurgica segura y menos invasiva que la orquiectomia
(Herndndez y Moran, 2022). Esta técnica quirtirgica implica la extirpacion de una
porcidn o la oclusion de ambos conductos deferentes, evitando de esta manera que
los espermatozoides sean eyaculados durante la copula. Si bien este método permite
evitar gestaciones, la produccion androgénica se mantiene, por lo cual persisten las
caracteristicas y conductas sexuales secundarias; asi como los riesgos de

enfermedades dependientes de androgenos (Johnston y col., 2020). Las razones



anteriores limitan la utilizacion de vasectomia como método contraceptivo.

La esterilizacion quirirgica es costosa, no estd disponible en muchos
lugares, y requiere cuidados postquirtirgicos, ademas de esto los propietarios
pueden ser renuentes a practicar la esterilizacién quirargica debido a compasion,
cambios de comportamiento o debido al costo de la cirugia. Si bien hay planes
estatales gratuitos de esterilizacion los mismos no logran esterilizar a un nimero de
animales tal que permita evitar la formacion de poblaciones de gatos ferales. Esto
hace que sean necesarios otros métodos econdmicos, seguros y eficaces para

controlar la reproduccion (Massei & Miller, 2013; Root Kustritz, 2018).

Dentro de los tratamientos médicos varios métodos contraceptivos se han
probado en felinos con éxito variable tanto en el control de la reproduccion como
en la ocurrencia de efectos colaterales que comprometan la salud de los animales.
Los métodos investigados van desde tratamientos hormonales con progestagenos,
androgenos, implantes de melatonina, analogos y antagonistas de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), hasta la inmunocontracepcion mediante
vacunacion para formar anticuerpos contra: la GnRH, el receptor de la hormona
luteinizante (LH), el antigeno espermatico y las proteinas de la zona pelicida del
ovocito (Kutzler and Wood 2006, Favre y col., 2014, Goericke-Pesch y col. 2014,
Asa 2018). Adicionalmente, se ha estudiado la aplicacion de agentes esterilizantes
por inyeccién intratesticular para castracidn quimica, que evitan la
espermatogénesis, pero pueden generar complicaciones, a veces graves (Root

Kustritz 2018).



Agentes esterilizantes por inyeccion intratesticular

En varios paises se usa la castracion quimica (Mufoz y col., 2011), la que
forma parte de métodos de control poblacional en Latinoamérica (Oliveira y col.,
2012). La inoculacion de agentes quimicos en los testiculos induce destruccion de
los tibulos seminiferos y de las células de Leydig, descenso de la produccion de
testosterona y posterior atrofia testicular (Basa y Canpolat, 2019). Estas sustancias
también se inyectan en epididimos o conductos deferentes induciendo azoospermia
por necrosis de las paredes tubulares (Singh y col., 2020; Vargas y col., 2020). La
castracion quimica en relacion a algunas de sus caracteristicas (método sencillo de
realizar y econdmico) es un método interesante para programas de esterilizacion
masiva en animales domésticos y silvestres ya que generalmente una sola aplicacion
es suficiente para inducir azoospermia (Kutzler y Wood, 2006). Sin embargo, la
castracion quimica produce inflamacion y dolor que puede llevar a dermatitis y
ulceraciones escrotales, e inducen reacciones sistémicas como letargia, pérdida de
apetito, vomitos y diarrea (Basa y Canpolat, 2019). Las sustancias empleadas en la
esterilizacion quimica, cuando se administran volimenes excesivos, incrementan el
riesgo de necrosis de la piel del escroto (Oliveira y col., 2012; Leoci y col., 2014).
Varias sustancias quimicas han sido efectivas para inducir infertilidad entre las que

se pueden mencionar las siguientes.

Digluconato de clorhexidina

Las inyecciones intraepididimales de una solucion acuosa de digluconato de
clorhexidina al 4,5% en la cola de los epididimos produjo oligospermia o

azoospermia en el 90% de los gatos durante 140 dias. El método de vasectomia



quimica por inyeccion intraepididimal de agentes esclerosantes parece ser seguro y
adecuado para programas de esterilizacion a gran escala para controlar el

crecimiento de la poblacion felina (Pineda y Dooley, 1984).

Cloruro de calcio

En gatos el tratamiento intratesticular con 40 mg cloruro de calcio (CaCly)
fue eficaz para inducir azoospermia. A nivel histologico se observd atrofia de
células intersticiales, degeneracion y calcificacion de los tubulos seminiferos 60
dias luego del tratamiento. Sin embargo, se observaron signos sistémicos como
decaimiento, edema escrotal y dolor testicular (Baran y col., 2010). Asimismo, Jana
y Samanta (2011), observaron azoospermia y reduccion en la concentracion de
testosterona sérica luego de una unica dosis intratesticular de 0,25ml de CaCl; (al
5, 10 0 20%), evidenciando necrosis testicular completa con reemplazo por tejido
fibroso. Por su parte, Paranzini y col. 2018, evaluaron la efectividad de una dosis
de CaCl2 al 20% con DMSO al 0,5%, demostrando azoospermia y reduccion del
50% del volumen testicular, 80 dias luego del tratamiento. El estudio histologico
testicular revelo diferentes grados de degeneracion y necrosis de los tubulos

seminiferos, con vacuolizacion de las células de Sertoli.

Gluconato de Zinc

Diferentes productos conteniendo 13,1 mg de gluconato de Zn/ml
neutralizado a pH 7 con arginina estan disponibles para su utilizacion en felinos.
Entre los cuales puede mencionarse EsterilSol, cuya administracion en gatos de seis

meses de edad, redujo las concentraciones de testosterona en suero sanguineo y



provoco atrofia testicular y azoospermia sin observarse reacciones en el lugar de la
inyeccion durante los 12 meses de seguimiento (Kutzler 2015). La administracion
intratesticular de Testoblock fue eficaz para suprimir la espermatogénesis 60 a 120
dias después del tratamiento, observandose disminucion del tamafio testicular y
atrofia de las espiculas peneanas en la mayoria de los animales tratados.
Adicionalmente se evidenciaron cambios conductuales como disminucion de la
agresion, de habitos de vagabundeo, monta y marcado territorial con orina;
persistiendo estas actividades en los gatos controles. La evaluacion histoldgica
testicular de los animales tratados reveld escasas células germinales en el epitelio
de los tubulos seminiferos, que en su mayoria estaban atrofiados. Algunos tibulos
se encontraron aumentados de tamafo a expensas de expansion de su luz, pero con
menor cantidad de células germinales, espermatidas no desarrolladas, y células de
Sertoli con vacuolizacion intracitoplasmatica y membrana basal engrosada.
También se evidenciaron hialinizaciones del tejido intertubular e infiltraciones de
colageno, fibroblastos y células inflamatorias rodeando las células de Leydig
(Oliveira y col., 2013). Recientemente se ha evaluado la inyeccion intratesticular
de glicerol-gluconato Zn (0,7 ml de glicerol 70% y 0.3 ml de gluconato de Zn (4.5
mg), resultando efectivo para inducir azoospermia en todos los individuos,
conjuntamente con una reduccion del 65% el tamafio testicular y del 76% del
tamafio de las espiculas peneanas 46 dias luego del tratamiento (Hernandez y
Moran, 2022).
Tratamientos Hormonales

El tratamiento con progestagenos (Acetado de megestrol, acetado de

medroxiprogesterona) es frecuentemente utilizado en para reducir el marcado



territorial, la libido y la agresividad en gatos machos (Kutzler, 2006). Un estudio
realizado en dos gatos logro el control completo del interés sexual y del
comportamiento relacionado mediante una dosis oral semanal de 5 mg de
Medroxiprogesterona (MPA), acetato de clormadinona (AC) o acetato de
delmadinona (DMA). Al utilizar dosis menores, 2,5 mg el uso de DMA logr6 igual
efecto, pero el uso de CAP o MA no fue efectivo en dosis reducida (Jochle y Jochle,
1975). El efecto de estos compuestos sobre la espermatogénesis no ha sido
publicado. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, al igual que en las hembras,
en los felinos machos los progestdgenos han sido asociados a efectos adversos
graves como tumores mamarios (Skorupski, 2005; Jacobs, 2010),

fibroadenomatosis mamaria y diabetes mellitus (Goericke-Pesch y col., 2010).

Agonistas de la hormona liberadora de gonadotrofinas

Deslorelina

La deslorelina es un agonista de la GnRH, su utilizacion mediante implantes
de liberacién lenta, continua y prolongada produce desensibilizacion de la
adenohipofisis a esa hormona y consecuentemente, se inhibe la produccion y

secrecion de gonadotropinas hipofisarias, y la esteroidogénesis (Trigg y col., 2006).

En gatos, los implantes de deslorelina (4,7 mg; Suprelorin®) provocaron una
disminucién significativa de la concentracion de testosterona en suero sanguineo y
del volumen testicular a partir de la cuarta semana de aplicado el implante.
Momento en el cual se observé en todos los gatos disminucion de la libido, monta

y el marcaje de territorio con orina. Las espiculas peneanas evidenciaron atrofia



completa 10 semanas después de colocado el implante (Goericke-Pesch y col.,

2011; Goericke-Pesch y col., 2014).

Resultados similares fueron observados por Novotny y col. (2012), quienes
ademads reportaron una disminucioén gradual y progresiva del conteo espermatico
desde el segundo al cuarto mes de aplicado el implante y, el restablecimiento de la
espermatogénesis 4 meses después de removido el implante. Un estudio posterior
revel6 que la azoospermia en los animales tratados fue alcanzada entre 5 a 7 meses

de aplicado el implante (Novotny y col., 2014).

Ademads, un aumento de la concentracion y del recuento total de
espermatozoides ha sido observado un mes después de colocado el implante; este
incremento es seguido por una drastica disminucion de los de los pardmetros
seminales, suprimiéndose la produccion espermatica durante 22 a 25 meses (Nufiez
Favre y col., 2018). Similares resultados fueron obtenidos con la utilizacion de
implantes de mayor concentracion (9,4 mg) siendo el periodo de eficacia hasta 24
a 28 meses (Romagnoli y col., 2019). El uso de un implante agonista de GnRH en
gatos parece ser una alternativa para el control reproductivo reversible a largo plazo,

ya que demostrd ser efectivo y no provocar reacciones adversas.

Buserelina

La administraciéon intravenosa de buserelina (25 pg), disminuyd la
concentracion de testosterona en suero sanguineo, el volumen testicular y produjo
desaparicion de las espiculas del pene a partir de la cuarta semana de aplicado el

tratamiento (Goericke-Pesch y col., 2013).



Melatonina

En los animales que presentan estacionalidad reproductiva, es decir que
alternan periodos de actividad sexual seguidos por periodos de reposo a lo largo del
afo, las variaciones en la cantidad de horas luz diarias (fotoperiodo) es esencial para
regular la duracion e intensidad de estos periodos. El estimulo fisico generado por
las horas luz es captado por el sistema nervioso central a través de la retina y es

traducido por la glandula pineal a un estimulo hormonal, la melatonina.

La secrecion nocturna de esta hormona refleja la duracién de la noche,
regulando asi la secrecion pulsatil de GnRH desde el hipotdlamo. En los felinos,
esta hormona disminuye la intensidad y frecuencia de los pulsos secretorios de
GnRH, regulando de esta forma la actividad reproductiva (Nuiez Favre, 2013). Es
asi como esta hormona ha sido utilizada en esta especie como método
anticonceptivo de administracion oral (Kutzler, 2015) o mediante implantes de

liberacion lenta (Nufiez Favre y col., 2014).

En gatos machos adultos, un implante de 18 mg de melatonina disminuyd
temporalmente la produccion y la calidad espermatica durante 120 + 15 dias, sin
que se manifiesten efectos colaterales adversos. Si bien los implantes fueron
efectivos para disminuir significativamente la calidad de semen, los animales
continuaron siendo potencialmente fértiles. La calidad seminal recobré los valores

previos al tratamiento a los 140 + 7 dias de aplicado el implante (Favre y col., 2014).
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Métodos inmunoldgicos. Vacunas desarrolladas contra la hormona liberadora

de gonadotrofinas

La castracion inmunoldgica es una alternativa exitosa a otros métodos de
control de la reproduccion y su efecto es temporal (Bradford y Mellencamp, 2013).
La inmunocontracepcion utiliza la capacidad del sistema inmune para generar
anticuerpos contra hormonas o células reproductivas para producir esterilidad y
pérdida del comportamiento sexual en machos y hembras (Courchamp and Cornell
2000; Rhodes, 2017). El efecto dependerd de la inmunogenicidad y potencial
contraceptivo de la vacuna disefiada. Asimismo, el adyuvante utilizado y la via de
administracion, también son factores que intervienen en la potencial respuesta
inmunologica (Sharma y col., 2012). Cuando pasa el efecto de la inmunizacion y
los niveles de anticuerpos son insuficientes para unirse bloquear el blanco
farmacologico, por ejemplo, la GnRH endodgena, esta hormona estimula a la
adenohipofisis y se producen FSH y LH, lo que lleva al retorno de la funcion
reproductiva (Bradford y Mellencamp, 2013). En terneros prepuberes (3 a 6
semanas de edad) la inmunizacion contra GnRH disminuy6 significativamente las
concentraciones hormonales de LH y de testosterona, el crecimiento de los
testiculos y la circunferencia escrotal, retrasando ademas la edad de aparicion de la
pubertad (Janett y col., 2012). En caninos la castraciéon inmunoldgica mediante
vacunas dirigidas contra GnRH ha sido utilizado para el control reproductivo (Elhay

y col., 2007; Bradford y Mellencamp, 2013).

En el gato doméstico, se ha desarrollado una vacuna contra la GnRH
conjugada con toxoide tetdnico u ovoalbimina que ha tenido resultados variables.

Si bien el conjugado con toxoide tetanico no generd infertilidad, el conjugado con
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ovoalbumina produjo una supresion pasajera en la concentracion de testosterona

sérica y de la produccion espermatica (Kutzler and Wood 2006; Rhodes, 2017).

La vacuna contra la GnRH GonaCon®, fue producida para control de
fertilidad en animales silvestres, especificamente para venados; sin embargo, ha
probado tener cierta efectividad en gatos. El primer disefio de esta vacuna utilizé
GnRH sintética conjugada con metaloproteinas del molusco Megathura crenulata
para potenciar su accion inmunogena, combinada con AdjuVac®, adyuvante de
Freud’s completo modificado por contener menor concentracion de Mycobacterium
avium (Levy y col. 2004, Levy 2011). Administrada a dosis Unica por via
intramuscular en machos y hembras, produce una titulacion de anticuerpos elevada,
con supresion de la fertilidad, pero la respuesta muestra gran variacion entre
individuos. Asociado a la administracion de la vacuna se observo en el sitio de
aplicacion, la formacion de granulomas estériles e indoloros (Levy y col. 2004,
Levy 2011). Este efecto secundario motivé la modificacion de la formula por lo
cual se utiliz6 otra proteina transportadora del molusco Concholepas concholepas
y se incremento la concentracion antigénica. Si bien esta nueva formulacion fue
efectiva para producir altos titulos antigénicos y suprimir la actividad reproductiva
indujo la formacién de masas granulomatosas en mayor proporcion que la

formulacion anterior (Vansandt y col. 2017).

Otro tipo de vacuna contra la GnRH es Improvac®, formulada a base de un
péptido sintético andlogo a la GnRH conjugado con toxoide de difteria, cuyo
adyuvante es una emulsidon acuosa en aceite, la cual promueve buena respuesta
antigénica contra la hormona liberadora de hormonas sexuales suprimiendo de esta

forma la funcién reproductiva temporariamente. Esta vacuna se encuentra aprobada
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para uso en cerdos macho enteros para evitar el olor y sabor asociado a hormonas
sexuales que deprecian el valor de la carne (Zamaratskaia y col. 2008). Su efecto es
comparable a los de una castracion quirurgica, disminuye las concentraciones de
hormonas sexuales y, por lo tanto, reduce la conducta sexual y la agresividad
(Andersson y col. 2012). El efecto de esta vacuna sobre la funcién reproductiva
también se ha observado en yeguas y corderos (Janett y col. 2003, Earl y col. 2006,

Botha y col. 2008).

En perros adultos se utilizé una tnica dosis de Improvac® (200 pg de GnRH-
conjugado) observandose disminucion de la concentracion de testosterona sérica a
partir de la segunda semana alcanzando valores basales a partir de la sexta semana.
Conjuntamente, se observd azoospermia a partir de la cuarta semana, la cual se
mantuvo hasta la decimosexta semana, momento en que se dio por finalizada la
experiencia. Durante este estudio no se observaron efectos secundarios indeseables
(Ajadi y Gazal, 2016). La aplicacion de dos dosis de la vacuna contra la GnRH, con
un intervalo de 30 dias, produjo disminucion gradual y progresiva de la motilidad
y concentracion de los espermatozoides en el eyaculado a partir del dia siete de la
primera aplicacion, alcanzandose azoospermia de manera variable a partir de los

15, 30 o 45 dias de la segunda aplicacion (Elisane y col., 2017).

Los resultados observados en estas especies sugieren que la accion
inmunosupresora gonadal inducida por la vacuna Improvac® podria ser de
aplicabilidad en el control reproductivo de felinos domésticos. Sin embargo, su
eficacia atin no ha sido probada en felinos domésticos, es asi como se plantearon

los siguientes objetivos.
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OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la eficacia de la vacuna anti-GnRH (Improvac®) como método

contraceptivo en gatos machos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar el efecto de la aplicacion de dos dosis de vacuna Improvac® sobre
la concentracion sérica de hormonas esteroideas sexuales.

e Estudiar el efecto de la aplicacion de vacuna Improvac® sobre el desarrollo
de la hilera seminal.

e Estudiar el efecto de la aplicacion de vacuna Improvac® sobre la morfologia

(estructura histologica, morfometria y volumen) de los testiculos.
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CAPITULO II

EVALUACION DEL EFECTO DE APLICACION DE LA VACUNA
IMPROVAC®

INTRODUCCION

Las poblaciones de gatos libres o asilvestrados sin propietario son un
problema de alto impacto econémico y social a nivel mundial (Robertson, 2008).
Las poblaciones de gatos en libertad generan problemas asociados con la salud
publica, la propagacion de enfermedades zoonoticas, la transmision de
enfermedades a otros animales, incluidos los gatos domésticos, la depredaciéon de
la vida silvestre y el bienestar de ellos mismos (Robertson, 2008). Teniendo en
cuenta que el gato doméstico (Felis silvestris catus) es una especie muy prolifica
que puede producir una camada de 1 a 6 gatitos 1,6 veces al afio (Nutter y col.,
2004), el control reproductivo es crucial para hacer frente a la sobrepoblacion y sus
problemas asociados (Goericke-Pesch y col., 2014). Sin embargo, a pesar de que la
poblacién de gatos libres o sin propietario crece exponencialmente sin intervencion
y produce muchos efectos indeseables (Nutter y col., 2004; Budke y Slater, 2009),
el manejo de las comunidades de gatos libres es controvertido (Robertson, 2008;
McCarthy y col., 2013). La eutanasia se ha utilizado para evitar el sufrimiento
innecesario de los gatos sin propietario y prevenir la depredacion de la vida silvestre
(Robertson, 2008; Carrion y col., 2008; Phillips y col., 2005). Sin embargo, la
eutanasia de animales sanos no es una opcion, por lo cual el control de la tasa de

natalidad se convierte en el objetivo principal. Es asi como, la gonadectomia se



15

convierte en el método de eleccion para el control reproductivo de aquellos
animales que no estan destinados a la reproduccion. Ademas, cuando se realiza a
una edad temprana reduce el riesgo de infecciones y lesiones asociadas a las peleas
entre machos durante la época reproductiva. Asimismo, los gatos castrados tienen
menos probabilidades de ser abandonados ya que se ha identificado que estar
sexualmente intactos contribuye al abandono (Cafazzo y col., 2019). También se ha
observado que la castracion en gatos disminuye la agresividad (Griffin B, 2011;
Cafazzo y col., 2019). Sin embargo, la esterilizacién quirdrgica es costosa, no esta
ampliamente disponible y requiere atenciéon posquirurgica. Ademas, los
propietarios pueden ser reacios a realizar la esterilizacion quirargica por compasion,
por los cambios de comportamiento que pueden ocurrir o por el costo de la cirugia.
Aunque existen planes de esterilizacion estatales gratuitos, éstos no logran castrar
suficientes animales para evitar la formacion de poblaciones de gatos asilvestrados.
Este hecho hace necesario el uso de métodos de control reproductivo alternativos,

de bajo costo, seguros y efectivos (Griffin B, 2012; Root Kustritz, 2018).

Los estudios sobre protocolos terapéuticos para el control médico de la
reproduccion se han llevado a cabo durante varias décadas, lo que demuestra que la
anticoncepcion no quirtrgica puede combinarse con programas de castracion
quirtirgica para manejar poblaciones de animales callejeros (Robertson, 2008;
Kutzler y Wood, 2006; Palmer y col., 2018). Los métodos anticonceptivos
estudiados en felinos incluyen tratamientos hormonales (progestagenos,
androgenos, implantes de melatonina, analogos o antagonistas de la hormona
liberadora de gonadotropina -GnRH-) o la generacién de anticuerpos frente a

diferentes sustancias implicadas en la reproduccion (hormona liberadora de
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gonadotropina, receptor de hormona luteinizante -LH-, antigeno espermatico y
proteinas de la zona pelticida del ovocito), asi como la castracion quimica, a través
de la aplicacion de agentes esterilizantes mediante inoculacion intratesticular o
intraepididimal (Goericke-Pesch y col., 2014; Root Kustritz, 2018; Kutzler y Wood,
2006; Giménez y col., 2009; Asa, 2018). Aunque estos métodos han sido efectivos
para el control de la reproduccion, su aplicacion a gran escala es dificultoso debido
a su alto costo, a la frecuencia de aplicacion y/o a los efectos secundarios sobre la

salud animal.

La vacuna Improvac® ha sido desarrollada utilizando un analogo de GnRH
asociado a toxoide diftérico, con lo cual se logra estimular la produccion de
anticuerpos contra la hormona GnRH, evitando la unién de la hormona endégena a
los receptores gonadotroficos hipofisarios (Mechas y col., 2013). En consecuencia,
las hormonas gonadotroficas LH y FSH se reducen, lo que da como resultado la
disminucion o inhibicion de la espermatogénesis en los machos y una falla en el
desarrollo folicular y en la ovulacion en las hembras (Benavides y col., 2012). Sin
embargo, aiin se desconoce su efecto en el gato doméstico, la dosis efectiva para
lograr la infertilidad y la duracion de su efecto. De esta forma, este estudio tuvo
como objetivo evaluar el efecto de la vacuna contra la GnRH Improvac® sobre la
produccion espermatica en gatos adultos. Basado en la hipotesis de que la vacuna
Improvac® reduce la secrecion de hormonas hipofisiarias sexuales, y en
consecuencia la produccidn de testosterona y el desarrollo de la espermatogénesis,

permitiendo el control de la reproduccion sin producir efectos secundarios adversos.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la aplicacion de la vacuna Improvac® sobre la calidad

de semen.

Estudiar el efecto de la aplicacion de la vacuna Improvac® sobre los valores

hematologicos y bioquimicos.

Estudiar el efecto de la aplicacion de dos dosis de la vacuna Improvac® sobre

la concentracion sérica de hormonas esteroideas sexuales.

HIPOTESIS

La aplicacion de la vacuna Improvac® disminuye la produccion espermatica,
la sintesis y secrecion de hormonas sexuales, manteniendo los valores

hematologicos y bioquimicos dentro del rango reportado para la especie.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Se incluyeron en el experimento gatos machos sexualmente maduros
alojados en un ambiente controlado. Los pardmetros reproductivos y las muestras
hematologicas se registraron cada dos semanas, desde seis semanas antes de la
vacunacion hasta 24 semanas después de la primera dosis. Después del periodo de
aclimatacion, se recolectaron las muestras pretratamiento (n=3), luego los gatos se
dividieron aleatoriamente en dos grupos. Al grupo tratado (TRT, n=9) se le
administré la vacuna contra la GnRH (Improvac®, Zoetis Belgium SA, 0,5 ml sc)

dos veces con un intervalo de 4 semanas, y al grupo control (CON, n=3) se le
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administr6 solucidn salina (0,5 ml sc) con la misma frecuencia e intervalo que el
grupo tratado. Las vacunaciones se realizaron el dia 0 (D0) y el dia 28 (D28) segin
las instrucciones del fabricante. El dia 0 del estudio se definié como el dia de la

inmunizacion primaria con la vacuna o el placebo.

Animales y cuidados

Se seleccionaron doce (n=12) gatos machos adultos, mestizos, de 2 a 5 afios
con un peso promedio de 4,2 kg. Cada gato fue alojado en jaulas individuales (0,75
x 1,50 x 2,00 m) y alimentados con alimento comercial para gatos (Balance Control
de pH; Vitalcan, Argentina) y agua ad-libitum. Los gatos se alojaron en una
habitacion acondicionada, con iluminacion artificial a través de lamparas led (150
a 300 lux a nivel del piso) y ciclos de fotoperiodo alterno cada 2 meses para
preservar la calidad del semen. Antes del inicio del estudio, los gatos se
mantuvieron en el ambiente durante 187 dias para familiarizarse con el nuevo
ambiente (45 dias) y para evidenciar el efecto del programa de iluminacion sobre la
produccion espermatica (dos ciclos espermatogénicos & maduracion, 142 dias;

Nuifiez Favre y col., 2014).

Una vez por semana a todos los animales se les realizd un examen fisico
general para controlar su estado de salud. Ademas, se registraron diariamente las
caracteristicas de comportamiento, la ingesta de alimentos y agua, y la produccion
de heces y orina. Adicionalmente, durante los cinco dias posteriores a la

administracion del tratamiento se midid y registro diariamente la temperatura rectal.
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Toma de muestra y evaluacion de semen

Transcurrido el periodo de aclimatacion al nuevo ambiente y manejo
luminico, se comenzo con la toma de muestras. La recoleccion de semen se realizo
cada 2 semanas en cada gato utilizando un electroeyaculador manual (SireMaster,
Ultra-Electronic ICE Inc, Manhattan, EEUU; Figura 1). Se colectaron tres muestras
previo a la aplicacion de la primera dosis vacunal (D0), continuando los muestreos
durante 24 semanas. Para realizar la técnica de electroeyaculacion los animales
fueron anestesiados con dexmedetomidina (10 pg/kg im; Dexdomitor, Orion
Pharma, Finlandia) y ketamina (10 mg/kg im; Ketamine 50, Holliday-Scott SA,
Argentina). Se utilizo la técnica descripta por Howard y col. (1990) en la cual los
animales recibieron un total de 80 estimulos divididos en 3 series con 2 a 3 minutos
de descanso entre las mismas. La primera serie consiste en 10 estimulos a 2 voltios
(V), 10 estimulos a 3V y 10 a estimulos 4V. La segunda serie consiste en 10
estimulos a3V, 10 a4V y 10 a 5V. La tltima serie consiste en 10 estimulos a4V 'y
10 a 5V (Howard y col., 1990). La muestra de semen se recolectd en un tubo de 1,5
ml precalentado a 37°C y se evalué de inmediato. Se usaron 10 pl de semen para
estimar la motilidad (MOT, %) y el vigor (VIG, 0 a 5) subjetivamente bajo un
microscopio optico equipado con platina térmica con un aumento de 400 X en 5 a
7 campos microscopicos (Nuiiez Favre y col., 2018; Garcia y col., 2020). El
volumen (VOL, ul) de la eyaculacion se midio con micropipeta de volumen variable
(10 a 100 pl). La concentracién espermatica (CE, x 10%ml) se evalué con una
camara de Neubauer mediante la dilucion de 5 pl de semen en 1 ml de solucion
fisiologica formolada. EI VOL multiplicado por CE proporciona el numero total de
espermatozoides en el eyaculado (ET, x 10%; Garcia y col., 2020). La viabilidad de

los espermatozoides (VIA, % de espermatozoides vivos) se evalu6 mezclando 10
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ul de semen con 10 pl de colorante eosina-nigrosina sobre un portaobjetos durante
30 segundos sobre platina térmica a 37°C. Se realizo un extendido y se contaron
100 células por microscopia Optica a 1000 X (Figura 1). Para la morfologia
espermatica (ME, % de espermatozoides con morfologia normal) se realizdo un
extendido con 10 pul de semen y se tifid con Tincién 15® (Biopur, Argentina). Se
registraron 150 espermatozoides al azar bajo un microscopio Optico a 1000 X
(Figura 2).

Luego de la evaluacion de semen, se registro la calidad de las espiculas
peneanas (presencia, reduccion o ausencia), asi como la longitud (a), el ancho (b) y
la profundidad (c) testicular para calcular el volumen testicular usando la ecuacion

de una esfera modificada: volumen testicular = 4/3*n*(%4 a*'s b*% c¢) en mm?>

(Goericke-Pesch y col., 2011).

Figura 1.: Viabilidad espermatica. Se observa un espermatozoide vivo (flecha
negra) y dos espermatozoides muertos (flecha blanca); tinciéon eosina-nigrosina,
1000X.
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Figura 2. Morfologia espermatica. Se observan espermatozoides felinos con
morfologia normal (flecha azul) y un espermatozoide con Defecto de “Dag”
menor (flecha roja): caracterizado por el super-enrollamiento de la cola sin
involucrar la cabeza; tincion 15® Biopur SRL, 1000X

Toma de muestras sanguineas y determinaciones hormonales

Concluido el registro de las medidas testiculares se tomd una muestra de
sangre a cada gato para realizacion de hemograma, bioquimica sanguinea y
determinacion de la concentracion de testosterona sérica. La muestra para el
hemograma se colocd en un tubo con EDTA (Figura 3) y posteriormente se proceso
en un analizador hematoldgico semiautomatico (Sysmex KX-21), el conteo
diferencial de leucocitos se realizd en un extendido tefitdo con May-Griinwald
Giemsa (Stornelli y col., 2012). La muestra para determinacion de glucosa se coloco
en un tubo EDTA/Fluoruro y su concentracion se determind en un
espectrofotometro (Metrolab plus 1600 Clinical Analyzer) mediante el reactivo

glucosa oxidasa/peroxidasa (BioSystems).

Finalmente, 2 ml de la muestra de sangre se colocaron en un tubo sin
anticoagulante (Figura 4), se centrifugaron (Figura 5) y el suero se dividié en dos
alicuotas (Figura 6) y se almacen6 a -20 °C. Una alicuota se destind a la

determinacion de los parametros bioquimicos (urea, alanina aminotransferasa,
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proteina total y albimina), y la otra a la determinacion de concentracion de
testosterona sérica. Los parametros bioquimicos se determinaron con un
autoanalizador (InCCA; DICONEX Ltd., Quilmes, Argentina) utilizando reactivos
comerciales (Wiener Laboratories, Rosario, Argentina), y la concentracion de
testosterona se determind mediante quimioluminiscencia (Elecsys®, Progesterone
IT; Roche, Mannheim, Germany; los limites de deteccion fueron 0,025—15,0 ng/ml,

0,085-52,0 nmol/l).

Figura 3. Muestra de sangre para el hemograma, se coloco en un tubo con EDTA



Figura 4. Muestra de sangre para determinar los pardmetros bioquimicos, se
colocd en un tubo sin anticoagulante.

Figura 5. Centrifugacion de la muestra de sangre para bioquimica y T2.
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Figura 6. Obtencion del suero sanguineo para determinar los parametros
bioquimicos.

ANALISIS ESTADISTICO

Las muestras pretratamiento (6 semanas antes del D0, n=3) + Dia 0 (dia de
la inmunizacion primaria) se agruparon como Dia 0. Los datos del grupo CON y el
Dia 0 se compararon con las muestras de las semanas 8, 16 y 24 (final de estudio).
Se utilizé el Software de Analisis Estadistico (SAS 9.4). La variabilidad de los datos
se explicd mediante un modelo de regresion lineal ajustado por tratamiento como
predictor fijo unico mediante medidas repetidas en el tiempo mediante Proc
GLIMMIX. La variabilidad en la concentracion de espermatozoides y la cantidad
total de espermatozoides se evalud ajustando un modelo de regresion generalizada
con una distribucién binomial negativa que incluyo los mismos predictores y

estructura que el modelo de regresion lineal. Los resultados se presentan como
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medias de minimos cuadrados (LSM) + error estandar de la media (SEM). Para

todos los analisis, se considero significativo un valor P ajustado de < 0,05.

MARCO BIOETICO DEL USO DE ANIMALES

Este experimento se realizo respetando las recomendaciones internacionales
especificadas en la guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio y con
las recomendaciones de la National Academy Science, Washinton DC, USA
referidas al uso de gatos como animales de laboratorio. Estas recomendaciones
fueron tenidas en cuenta en lo referente a la atencion médico-veterinaria, ambiente,
alimentacion, sanidad, identificacion, sujecion, administracion de drogas y toma de
muestras (Garber y col, 2011). Los procedimientos quirargicos fueron realizados
siguiendo las indicaciones sobre el cuidado de los animales de experimentacion
indicados en la Guia internacional de principios para investigaciones biomédicas
que involucran animales (CIOMS & ICLAS, 2012). Ademas, se respetaron las
recomendaciones sobre el cuidado y uso de animales de laboratorio del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) FCV.

UNLP (Protocolo numero: 101-8-19T).

RESULTADOS
Reacciones adversas

Ninguno de los animales manifestd cambios en la ingesta de alimento y
agua, manteniendo estable su peso durante todo el periodo de estudio (DO: 4,12 +

0,42 vs. SEM 24: 4,07 + 0,37 kg). Un aumento de la temperatura corporal, de 0,5 a
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1°C, fue observado 24 a 48 horas después de aplicada la vacuna. No se detectd
inflamacion en el lugar de la inyeccion en ninguno de los gatos. Sin embargo, en
todos los animales se palparon reacciones tisulares indoloras subcutaneas en el sitio
de aplicacion de la vacuna 10 a 15 dias posteriores a la inoculacion. Estas lesiones
desaparecieron dentro de los 21 dias, excepto en un gato, que mostroé una reaccion

tisular de mayor tamafio y resolvid a los 45 dias.

Evaluacion de semen y hallazgos fisicos

Al inicio del estudio los parametros seminales de todos los gatos se

encontraron dentro del rango de valores comunicados para la especie.

Si bien se observo una reduccion significativa en los parametros seminales
en todos los gatos tratados, mostrando uno de ellos una respuesta mas lenta al
tratamiento, solo uno presentd azoospermia. En todos los gatos tratados, los
parametros seminales comenzaron a disminuir de forma gradual y progresiva a
partir de la semana 8 hasta el final del estudio. En la tabla 1 se puede observar el
descenso de la motilidad progresiva, el vigor, el volumen del eyaculado y el
porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales a la semana 8. Mas
tarde, a la semana 16 se observo una disminucion significativa de la concentracion
y de la cantidad de espermatozoides totales. Mientras que la viabilidad espermatica

evidencio una disminucion significativa en la semana 24.

En comparacion con los valores seminales previos al tratamiento, los
parametros seminales mas afectados fueron la concentracion espermatica y la
cantidad de espermatozoides totales, que disminuyeron 89,5 y 91,6%,

respectivamente; seguidos por la motilidad (74%), la viabilidad (60%), el vigor
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espermatico (48%), el volumen del eyaculado (31%) y la morfologia espermatica

(13%).

Por otra parte, el volumen testicular disminuy¢ significativamente en la
semana 8, continuando progresivamente hasta el final del estudio (tabla 1),
representando una disminucion del 21% a la semana 8, del 37% en la semana 16 y

del 45 % en la semana 24 comparado con los valores del inicio del estudio (DO).

Las espiculas peneanas comenzaron a disminuir en todos los gatos tratados
a partir de la semana 8, seguidas de una reduccion progresiva hasta una atrofia casi

completa al final del estudio.
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Tabla 1. Parametros reproductivos registrados en gatos tratados con dos dosis de la vacuna contra GnRH Improvac®.

Momento de la evaluacion

Parametros reproductivos Dia 0 Semana 8 Semana 16 Semana 24

Evaluacion de semen

Motilidad (%) 71,06 + 6,84 47,78 £8,10%* 21,67 £9,92%* 18,33 + 14,03**
Vigor (0-5) 3,87 £0,34 2,89 £0,36* 2,17+£0,43* 2,00 £ 0,62*
Volumen (ul) 67,83 £ 6,98 43,89 +£9,08* 35,83 £11,12* 46,66 + 15,73
Concentracion (x10%/ml) 139,57 £ 25,75 158,80 + 51,75 46,67 +21,26* 14,61 + 8,77**
Cantidad de espermatozoides totales (X106) 8,36+ 1,37 6,83 £2,05 1,58 £0,76%* 0,70 £ 0,52%*
Viabilidad (%) 62,56 = 3,53 55,00 + 4,92 48,67 + 8,04 25,00 + 9,84 %
Morfologia espermatica (%) 54,46 £ 1,51 49,00 £ 1,84* 49,11 £ 3,45 47,13 £4,87
Volumen testicular (mm?) 2774,82 £ 118,35 2186,72 +£145,60* 1737,02 + 178,32** 1518,88 + 252,18**

Los valores se expresan como medias de minimos cuadrados + error estandar (LSM + SE). Las diferencias se indican * P <0,05
**p <0,001.
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Perfil de testosterona

La concentracion sérica de testosterona en el grupo control se mantuvo
dentro del rango de valores normales establecidos para la especie, fluctuando entre
3,19 y 6,31 ng/dl durante todo el periodo de estudio. Similares variaciones fueron
observadas en las muestras pretratamiento de los gatos tratados sin observarse
diferencias significativas con los controles (4,67 + 0,4 vs. 4,49 + 0,7 ng/dl
respectivamente; P>0,83). Mientras que en la totalidad de los gatos tratados (n=9)
las concentraciones séricas de testosterona cayeron a niveles basales desde la
semana 6 hasta la semana 20 luego del DO, observandose un ligero aumento
estadisticamente no significativo a partir de la semana 22 hasta el final del estudio

(Figura 8).

12

—&— TRT

10 4

Concentracién de testosterona sérica (ng/dl)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Semana de tratamiento

Figura 1. Concentracion de testosterona sérica en gatos tratados con dos dosis de la
vacuna Improvac. TRT, tratados. CON, controles. Letras diferentes indican
diferencias significativas (< 0.05).
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Hallazgos hematologicos y bioquimicos

Los valores hematologicos y bioquimicos correspondientes a los muestreos
previos al tratamiento se encontraron dentro de los pardmetros normales descriptos
para los gatos domésticos en la totalidad de los animales (Cinkenbeard & Meinkoth,
2000). Los valores correspondientes a estas evaluaciones no mostraron variaciones
en los gatos pertenecientes al grupo CON. Sin embargo, los gatos TRT evidenciaron
una disminucidn paulatina en la concentracion de hemoglobina y en el conteo de
eritrocitos a partir de la semana 8 y del hematocrito a partir de la semana 16, hasta
el final del estudio (Tabla 2). A pesar de estas variaciones los valores se
mantuvieron dentro de los rangos de referencia para la especie (Cinkenbeard &

Meinkoth, 2000; Kaneko y col., 2002).



Tabla 2. Valores hematoldgicos y bioquimicos observados en gatos tratados con dos dosis de la vacuna contra GnRH Improvac®.

®

Periodo de tratamiento

Parametro Dia 0 Semana 8 Semana 16 Semana 24
Glucosa (mg/dL) 73,63 +5,9 62,67 £8,2 67,00 £9,0 84,50 + 14,3
Hematocrito (%) 33,77+ 0,9 31,00 £ 1,7 29,00 + 1,8* 27,00 £ 2,9*
Concentracion de hemoglobina (g/dL) 11,25 +0,3 9,62 +£0,5* 10,00 + 0,5* 9,20 +0,8*
Eritrocitos (10%/uL) 6,99 £ 0,1 6,10 +0,3* 5,71 +£0,4* 5,61 +£0,6*
Leucocitos (103/uL) 8,24 +0,9 795+1,1 9,93 +1,6 8,80 3,1
Soélidos totales (%) 8,12+0,3 9,07+0,5 9,28 +0,5 9,00 £0,8
Formula de leucocitaria (%)
Neutréfilos segmentados 69,7+23 80,5 +4,4* 78,8 £4,8 69,00+ 7,6
Neutrofilos en banda 0,84+0,3 1,14 £0,6 0,91 £0,6 1,21 £0,1
Linfocitos 25,57+2,3 11,50 +4,18* 13,80 £4,6 22,50+ 7,24
Monocitos 0,43+0,2 0,71+0,3 0,66 +0,3 0,33+0,3
Eosinofilos 2,80+1,1 6,08 £22 4,42 +24 7,12 +£3.8
Bioquimica sérica
Alanina aminotransferasa (U/L) 35,83 +£4,0 28,33 £3,7 33,80 £9,8 45,00 +0,2
Urea (mg/dL) 43,775 +2,5 41,67 +3,8 41,67 £3,2 47,00 + 0,1
Proteinas totales (g/dL) 6,79 £0,2 6,63 +0,3 6,74+ 0,2 6,40 + 0,4
Albtmina (g/dL) 2,53+0,0 2,44 +0,1 2,36 £0,1 2,40 £0,1
Globulina (g/dL) 4,02+0,4 3,71+ 0,5 3,72+ 0,7 4,00 £0,3

31

Los valores se expresan como medias de minimos cuadrados + error estandar (LSM + SE). Las diferencias se indican * P <0,05 **P

<0,001.
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DISCUSION

El método frecuentemente utilizado para el control de la reproduccion en
los gatos es la castracion quirdargica. Este procedimiento es rapido y seguro; sin
embargo, tiene las desventajas de ser definitivo, irreversible y costoso. Estas
razones limitan su empleo, y dificultan su utilizacion en forma masiva (Welsh,
2018). Por el contrario, la contracepcion mediante fArmacos anticonceptivos es
reversible, lo cual es una ventaja importante cuando se desea el control temporal de
la reproduccion. Ademads, su bajo costo y practicidad comparado con la cirugia
brinda una opcién para el control reproductivo de gatos callejeros al prolongar los
tiempos entre camadas, permitiendo de esta forma el accionar mas eficaz de los

programas de castraciones quirurgicas estatales (Murray y col. 2015).

En este experimento se evalud el efecto de la aplicacion de la vacuna
Improvac® sobre la calidad de semen, observandose que, a pesar de la variabilidad
en la respuesta a la inmunizacion, la administracion de dos dosis de la vacuna
Improvac® resulté efectiva para reducir significativamente los parametros
seminales en el 90% de los gatos, e inducir azoospermia en el 10% restante. La
variabilidad en la respuesta a la vacuna contra GnRH también fue observada por

Levy y col, 2004.

El efecto de la aplicacion de la vacuna sobre la calidad de semen comenz6
a observarse a partir de las 8 semanas, continuando la disminucién de la calidad
seminal de forma gradual y progresiva hasta el final del estudio. Los resultados de
esta investigacion concuerdan con los obtenidos por Levy y col (2004) en gatos de

9 a 12 meses de edad, quienes observaron una disminucion en la cantidad de
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espermatozoides totales mediante la aplicacion de una sola dosis de 400 pg de una
vacuna contra GnRH. Resultados similares fueron observados por Lee y col (2019)
en gatos de 4 a 6 meses mediante la aplicacion de la vacuna STF2-GnRH,
observandose diferencias entre controles y tratados en el volumen testicular y las
espinas peneanas. En perros tratados con una sola dosis por via subcutanea de
Improvac®, la disminucién de la calidad espermatica fue observada 2 semanas
después del tratamiento seguida de azoospermia a la semana 4, condicidén que se
mantuvo hasta la semana 16 (Ajadi y Oyeyemi, 2015; Ajadi y Gazalos, 2016).
Similares resultados fueron observados por Elisane y col. (2017), con la aplicacion

® con 30 dias de diferencia entre dosis; alcanzandose

de dos dosis de Improvac
azoospermia 45 dias después de la primera inmunizacion. Nuestros resultados en

gatos concuerdan con lo comunicado por los mencionados autores aunque se

observo una respuesta menor.

La disminucion en la calidad seminal observada en este trabajo en los gatos
tratados fue acompafiada por una reduccidon progresiva del volumen testicular a
partir de la semana 2 después DO, alcanzando la reduccion méaxima al final del
estudio. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en perros por Ajadi y
Oyeyemi (2015), quienes observaron una disminucion significativa de la
circunferencia escrotal a partir de la semana 10 luego de la inmunizaciéon. De
manera similar en equinos, el tratamiento con Improvac® redujo el ancho escrotal
total un 37 % tres meses después del tratamiento (Chouriberry y col., 2017);
mientras que en potros la reduccion en el volumen testicular alcanzé el 50 % dos
meses después del tratamiento con Improvac® (Birrell y col., 2021). En verracos, la

inmunocastracién con Improvac® redujo significativamente el peso testicular
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(alrededor del 70%) 20 semanas luego de la inmunizacion primaria (Zamaratskaia
y col., 2008). En concordancia, en lechones, la inmunizacioén con Improvac® redujo
aproximadamente el 60% del peso testicular 15 semanas después del tratamiento
(Stojanovic y col., 2017). Si bien se observa variabilidad en la respuesta en relacion
a la especie, la etapa del desarrollo en la cual se encuentran los animales y la dosis
aplicada, la respuesta a la inmunizacion sobre el volumen testicular resulta similar
a lo observado en el presente trabajo en gatos. En este estudio la reduccion en el
tamafio de las espiculas peneanas comenz6 a evidenciarse en todos los gatos
tratados a partir la semana 8, seguidas de una reduccion progresiva hasta alcanzar
una atrofia casi completa al final del estudio. Similarmente, Levy y col (2004)
reportaron ausencia completa de las espiculas peneanas en gatos tratados con una

vacuna contra GnRH 6 meses posteriores a la inmunizacion.

En el presente experimento, el efecto de la vacuna Improvac® sobre la
concentracion sérica de hormonas esteroideas sexuales se observo a partir de la
semana 6, cuando se registraron valores basales para esta hormona, manteniéndose
esta condicion hasta la semana 20 luego de la primo vacunacion. En perros, la
disminucion de la concentracion sérica de T2 se observo a partir de la semana 4
(Ajadi y Gazalos, 2016) o de la semana 12 luego de la inmunizacién (Donovan y
col 2012), en cerdos a partir de la semana 5 (Zamaratskaia y col., 2008; Claus y
col., 2007). Mientras que en chivos (Giriboni y col., 2020), ciervos (Phraluk y col.,
2015) y caballos, la T2 sérica comenz6é a disminuir después de la primera
inmunizacion y fue indetectable al dia 28 (Birrell y col., 2021). Sin embargo, la
inmunizacion con Improvac® en gatos si bien fue capaz de reducir los niveles de

T2 hasta concentraciones basales a partir de la semana 6, solo indujo azoospermia
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en un solo gato a la semana 12, mientras que la mayoria de los animales
evidenciaron una disminucion significativa de la calidad seminal a partir de las 16
semanas de aplicada la vacuna. Similares observaciones fueron registradas en
cerdos inmunizados con Improvac®, observandose concentraciones séricas basales
de T2 a partir de la semana 5 postratamiento (Zamaratskaia y col., 2008; Claus y
col., 2007). Sin embargo, la espermatogénesis no se interrumpid por completo, ya
que se recuperaron muestras de espermatozoides de la cola de los epididimos hasta
22 semanas después de la segunda inmunizacion con Improvac® (Einarsson y col.,

2009).

Este trabajo de tesis ha demostrado que la aplicaciéon de la vacuna

® mantiene los pardmetros hematolégicos y bioquimicos dentro del rango

Improvac
normal para la especie durante todo el estudio (Clinkenbeard y Meinkoth, 2000;
Kaneko y col., 2002). Este hallazgo concuerda con las comunicaciones en gatas
(Carrasco y col., 2020; Carrasco Sangache y col. 2021; Garcia Mitacek y col. 2021;
Carrasco y col. 2022) y en perros tratados con la vacuna Improvac® (Ajadi y
Gazalos, 2016 Novak y col., 2021), debido a que en ninguno de ellas se registraron

variaciones de los pardmetros hematoldgicos o bioquimicos por fuera del rango de

referencia fisiologico para la especie.

El control de la reproduccion en gatos mediante analogos de la GnRH ha
mostrado efectividad, aunque en determinados casos la duracién del efecto
contraceptivo no es predecible, pudiendo ademas ocurrir eventualmente efectos
adversos a largo plazo (Murray y col. 2015; Root Kustritz, 2018). En el presente
estudio, ninguno de los gatos tratados presentd efectos adversos, manteniéndose

constante la ingesta de alimentos, el consumo de agua y el peso de los animales
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durante todo el periodo de estudio. Si bien se registr6 un aumento leve de la
temperatura corporal (de 0,5 a 1°C) 24 a 48 horas posteriores al D0, el mismo fue
transitorio y no se detect6 inflamacion en el lugar de la inyeccion en ninguno de los
gatos. Estas observaciones difieren de las obtenidas en gatos que recibieron otras
vacunas con un adyuvante que contenia micobacterias en aceite (adyuvante de
Freund), debido a que lesiones malignas importantes fueron registradas en el sitio
de aplicacion con este adyuvante (Munson y col., 2005). Si bien el adyuvante
presente en la vacuna Improvac (DEAE-Dextran, adyuvante acuoso de base oleosa
no mineral) gener6 pequefias reacciones indoloras subcutaneas palpables en el sitio
de aplicacion a los 10 a 15 dias, las mismas resolvieron dentro de las 3 semanas en
la mayoria de los gatos, representando una reaccion minima comparada con las

generadas por el adyuvante de Freud.

En este estudio, se utilizo la via de administracion subcutanea, que es la
recomendada por el fabricante, sin embargo, la inmunizacién por via intramuscular
en equinos mostrd resultados prometedores (Birrell y col., 2021; Botha y col.,
2008). Estudios adicionales en gatos deberian abordar la via de administracion para

mejorar la respuesta.

Si bien ha sido ampliamente demostrado que los anticuerpos contra la GnRH
pueden causar esterilidad tanto en gatos machos como hembras (Kutzler y Wood,
2006; Levy y col., 2004; Levy y col., 2011; Munks, 2012), los autores informaron
la dificultad de lograr la esterilidad a largo plazo con una inyeccion de dosis unica.
De esta forma, el uso de dos dosis de vacunas Improvac® podria prolongar este
efecto, ya que los gatos tratados no volvieron a los valores seminales previos al

tratamiento seis meses después de la primera vacunacion.
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CONCLUSION

La vacuna contra la GnRH (Improvac®, Zoetis) redujo efectivamente la
calidad seminal, el volumen testicular y la concentracion de testosterona en suero
sanguineo sin modificaciones en el estado general de los animales ni ocurrencia de
efectos adversos graves. Los valores hematologicos y bioquimicos no mostraron

diferencias a lo largo del periodo de estudio.

Si bien se necesitan nuevas investigaciones para evaluar la via de
administracion de la vacuna, la dosis-respuesta para la detencion completa de la
espermatogénesis, la duracion de la inmunoanticoncepcion, y la fertilidad después

del tratamiento, Improvac®

se propone como una alternativa prometedora para el
control de la reproduccion en gatos y el control de las poblaciones de estos felinos,

mientras se llevan a cabo los programas de control reproductivo permanente.
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CAPITULO 111

EFECTO DE LA VACUNA IMPROVAC® SOBRE LA MORFOLOGIA
GONADAL

El efecto del fotoperiodo sobre el eje hipotalamo-hipoficiario-gonadal ha
sido documentado en felinos. Se ha comunicado que en los gatos los testiculos
presentan cambios morfologicos estacionales relacionados con la produccion
espermadtica estacional y que acompanan a la estacionalidad reproductiva de la
hembra. Es asi que gatos casatrados en primavera verano presentaron mayor
porcentaje de tibulos seminiferos con espermatides maduras y espermatides con
cola que aquellos animales castrados en otofio-invierno (Stornelli y col., 2009). De
esta forma, ocurre una menor produccion espermatica durante el otofio-invierno, en
concordancia con la temporada no reproductiva de la hembra asociada al aumento
de melatonina sérica inducido por la disminucién de las horas luz diarias (Nufiez
Favre y col., 2012a). Es asi que en gatos machos la aplicacion de implantes de
melatonina produjo cambios similares a nivel testicular (Nufiez Favre y col., 2014).
Los mencionados estudios muestran que el eje hipotalalmo hipofisiario gonadal
regulado por la melatonina estd directamente relacionado con la produccion
espermatica en el gato. En la misma linea de accion sobre la funcion testicular, se
ha estudiado la anticoncepcion en machos mediante inmunocontracepcion usando
como blanco la hormona GnRH para actuar sobre el eje hipotalalmo hipoficiario
gonadal. Los estudios en gatos han mostrado que el uso de la vacuna anti GnRH
GonaCon indujo disminucion de la testosterona sérica y del volumen escrotal,

observandose en el estudio microscépico testicular marcada atrofia tubular con
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escasez de células germinales (Levy y col.,, 2004). Similares efectos se han
observado con el uso de vacuna Improvac en cerdos, toros, ciervos, equinos y perros
(Zamaratskaia y col., 2007, Janet y col., 2012, Phraluk y col., 2015, Ajadi y Gazal,
2016, Birrell y col., 2021). Los mencionados trabajos muestran que las vacunas anti
GnRH afectan el desarrollo de la hilera seminal observandose en el testiculo

predominancia de tubulos seminiferos con escaso grado de desarrollo.

En el epididimo ocurre la maduracion y el almacenamiento espermatico. La
maduracion permite a los espermatozoides estar potencialmente aptos para
capacitarse en el tracto genital femenino, lo cual les mermite mas tarde penetrar la
zona peltcida y fecundar al oocito. Es asi que los espermatozoides listos para ser
eyaculados se almacenan en la cola del epididimo. Durante el pasaje por el
epididimo, la mayor parte del fluido testicular, rico en NaCl es reabsorbido e
intercambiado por K con el fin de deshidratar y estabilizar la membrana del
espermatozoide, ya que las altas concentraciones de Na promueven la capacitacion
y la reacciéon acrosémica (Johnston y col., 1988, Axner 2006). Las células
epididimales también producen y secretan fosfatasa alcalina. Esta puede utilizarse
para diferenciar entre un eyaculado incompleto, conteniendo solo fluido
proveniente de las glandulas accesorias, de un eyaculado completo, conteniendo
ademas fluido epididimal (Axner 2006). Este oOrgano tiene un epitelio
seudoestratificado en el cual pueden observarse tres tipos celulares (células
principales, apicales y basales). En el gato doméstico las células principales pueden
diferenciarse en células claras y oscuras. Esta caracteristica tintorial observada al
microscopio Optico podria relacionarse con diferencias en la fisiologia de cada tipo

celular (Reyna y col., 2008). Las células epididimarias tienen funcion secretora y
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absortiva, intimamente relacionadas con el proceso de maduracion espermatica. Se
ha comunicado que las células oscuras alcanzan el menor porcentaje en invierno en
concordancia con el mayor porcentaje de células claras, mientras que la situacion
inversa se observo durante los dias de verano y otofio (Reyna y col., 2008, Stornelli
y col. 2021). Concomitantemente se observé que durante los meses de primavera y
verano se registré un mayor porcentaje de células epidididmales PAS positivas, en
comparacion con epididimos de animales castrados en otofio e invierno (Savignone
y col., 2007). Los mencionados estudios sugieren que en el gato doméstico existen
variaciones funcionales del epitelio epididimal en concordancia con la produccion

®

espermatica estacional. El uso de la vacuna Improvac® induciria cambios

morfoldgicos relacionados con cambios funcionales en testiculos y epididimos.

OBJETIVO GENERAL

Es asi que este experimento tuvo como objetivo evaluar el efecto de la

vacuna Improvac® sobre la morfologia testicular y epididimaria.

HIPOTESIS

e La aplicacion de la vacuna produce cambios morfologicos en testiculos y

epididimos.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Este experimento complementa el estudio realizado en el Capitulo II, por lo

tanto, el disefio experimental es el descripto en el mencionado capitulo.

Orquiectomia

Los animales fueron anestesiados con una combinacion de Xilacina (0,5
mg/kg im.; Sedomin, Laboratorios Koning SA, Argentina); Tramadol 1mg/kg im.,
(Algen Laboratorio Richmond), Argentina [preanestesia]; Ketamina (5 mg/kg iv;
Vetanarcol, Laboratorios Koning SA, Argentina) y Diazepam (0,4 mg/kg 1iv,
Diazepan Laboratorio Lamar SA, Argentina); para el mantenimiento (Thurmon y
col., 1996). Inmediatamente después de la cirugia, recibieron Amoxicilina (22
mg/kg i.m., Amoxicilina. Laboratorios Rio de Janeiro-Alfasan, Argentina) y

Tramadol 1 mg/kg sc (Algen Laboratorio Richmond, Argentina).

Inmediatamente después de finalizada la cirugia, los testiculos y epididimos
fueron lavados con solucioén fisiologica, y separados. Luego, los testiculos fueron
fijados en solucion de Bouin y los epididimos en solucion formolada tamponada al

10% para su posterior procesamiento histologico.

Determinacion del grado de desarrollo gonadal

Las muestras testiculares fueron procesadas mediante la técnica de inclusion
en parafina. Se realizaron cortes de 3 um de espesor con micrétomo de

deslizamiento y se colorearan con Hematoxilina y Eosina. Las secciones obtenidas
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se observaron a 400 aumentos, y se evalud el grado de desarrollo de la hilera
seminal. Se seleccionaron para su estudio un total de 20 tubulos seminiferos
cortados transversalmente por muestra. Los mismos se clasificaron de acuerdo con
el grado de maduracion de las espermatides en cuatro grados (G): G1, tibulos con
espermatidas redondas (Figura 9); G2, tubulos con espermatidas alargadas (Figura
10); G3, tibulos con espermatidas con cola (Figura 11); G4, tibulos con
espermatidas maduras (Figura 12) y se contaron las células intersticiales de Leydig
observadas en los mismos campos microscopicos (Stornelli y col., 2009, Nuiez

Favre y col., 2014).
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Figura 4. Tubulo seminifero con esermétidas con cola. Grado de maduracién 3
(G3).

Figura 5. Tbulo seminifero con espermatidas maduras. Grado de maduracion 4

(G4).
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Estudios morfologicos epididimales

Las muestras epididimales de cada region del epididimo (cabeza, cuerpo y
cola) fueron procesadas por separado mediante la técnica de inclusion en parafina.
Se realizaron cortes de 5 pm de espesor con microtomo de deslizamiento y se
colorearon con Hematoxilina y Eosina (H&E), Hematoxilina-Azul de toluidina y
Hematoxilina-PAS (Figuras 13, 14, 15y 16). Las secciones obtenidas se observaron

bajo objetivo de inmersion (1000X).

Se realizé el conteo de 200 células principales en cada muestra tefiida con
H&E y con Hematoxilina-Azul de toluidina y se registr6 la cantidad de células
claras y de células oscuras en cada region epididimal. También se realizé el conteo
de 200 células principales en cada muestra tefiida con Hematoxilina-PAS
obteniéndose el porcentaje de células con contenido citoplasméatico PAS positivo

(PASH).

Para el estudio morfométrico epididimal se utilizaron muestras tefiidas con
H&E, y se capturaron imagenes utilizando un Microscopio Optico Nikon Eclipse
€200 Led conectado a una cdmara. En cada una de las muestras se midi6 a 400 X la
alturay el ancho de 10 células por campo en 5 campos elegidos al azar. Para realizar
las mediciones se utilizo el programa de andlisis de imagenes para histomorfometria

Image J-Fiji 1.46.
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Figura 6. Corte de epididimo tefiido con Hematoxilina-Azul de toluidina donde se
observan células oscuras (flecha amarilla).

Figura 7. Corte de epididimo tefiido con Hematoxilina-Azul de toluidina donde se
observan células claras (flecha verde).
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Figura 8. Corte de epididimo tefiido con Hematoxilina-PAS donde se observan
células PAS + (flecha roja).

Figura 9. Mediciones realizadas en células epididimales. Largo (linea roja) y
Ancho (linea amarilla).
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ANALISIS ESTADISTICO

El grado de desarrollo de la hilera seminal, el porcentaje de células
epididimales principales claras y oscuras, y el porcentaje de células epididimales
PAS+ y PAS- el fueron comparados entre los grupos mediante analisis de varianza

(ANOVA) con el paquete GLIMMIX de SAS.

MARCO BIOETICO DEL USO DE ANIMALES

Este experimento se realiz6 siguiendo las mismas pautas para el cuidado y

uso de animales de laboratorio detalladas en el capitulo II.
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RESULTADOS

Desarrollo de la hilera seminal

En los gatos controles se registro una mayor cantidad de tibulos seminiferos
con mayores grados de desarrollo de la hilera seminal (grados 3 y 4) en comparacion
con los gatos TRT que mostraron mayor cantidad de tubulos con grado 1 y 2

(Tabla 3).

Tabla 3. Grado de desarrollo gonadal en gatos controles y vacunados con

Improvac®

Grado de Grupos

desarrollo

gonadal CON TRTS TRT16 TRT24
Gl 2,50+0,5 16,67+0,2™ 15,00+2,0" 13,33+1,1™
G2 1,00 2,67+1,5 3,50+2,4 4,00™
G3 11,00£1,0 3,67+0,8"" 2,00+£1,2™ 2,50+0,5"
G4 5,50+1,1 1,00+0,7" 0" 2,50+0,5"

CON: control. TRT: tratado. TRTS: castrado a las 8 semanas. TRT16: castrado a
las 16. TRT24: castrado a las 24 semanas. G1: grado de desarrollo gonadal 1. G2:
grado de desarrollo gonadal 2. G3: grado de desarrollo gonadal 3. G4: grado de
desarrollo gonadal 4. Diferencias indicadas con *P <0.05 **P <0.001.

Estudio morfoldgico epididimal

En los animales del grupo CON el porcentaje de células oscuras fue superior
en comparacion con el porcentaje de células claras en todos los segmentos del
epididimo (Ca, C, Co). Inversamente en los TRT el porcentaje de células oscuras
fue inferior en comparacion con el porcentaje de células claras en todos los

segmentos (Tabla 4).
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Tabla 4. Porcentajes de células claras, oscuras en epididimos de gatos controles y

vacunados con Improvac®.

Grupos
Re.gl.o n Células claras Células oscuras
epididimal
CON TRT CON TRT
Ca 13,0+1,0™ 74,0+0,5™ 87,0+1,0™ 25,5+0,5"
C 11,0£1,0™ 72,540,5" 89,0+1,0™ 27,540,5™
Co 9,5+0,5™ 71,5+0,5™ 91,5+0,5™ 28,5+0,5"

CON: control. TRT: tratado. Ca: cabeza. C: cuerpo. Co: cola. Diferencias entre
CON y TRT indicadas con *P <0.05 **P <0.001.

El porcentaje de células PAS- fue inferior en todos los segmentos (Ca, C,
Co) tanto en CON como en TRT. No se observaron diferencias entre el porcentaje

de células PAS- y PAS+ entre CON y TRT en ninguno de los segmentos (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentajes de células PAS+ y PAS- en epididimos de gatos controles y
vacunados con Improvac®

Grupo
Region Cel PAS + Cel PAS -
epididimal
CON TRT CON TRT
Ca 86,00+1,0°  84,88+0,7° 14,001,0° 15,11£0,7°
C 88,00+1,0*°  86,77+0,7% 12,00+1,0° 13,22+0,7°
Co 89,00+£1,0*  89,00+0,7° 11,00+1,0° 11,22+0,7°

CON: control. TRT: tratado. Ca: cabeza. C: cuerpo. Co: cola. Letras diferentes
indican diferencias significativas en la misma columna, P <0.05;

Morfometria epididimal.

En los animales CON y TRT pudo observarse un mayor largo en las células
epididimales principales en el cuerpo y la cola del epididimo en comparacion con
la cabeza (Tabla 6). Sin embargo, el ancho celular en los CON fue similar en las

tres regiones del epididimo, mientras que en los TRT el ancho fue superior en la
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cabeza y en el cuerpo en comparacion con la cola (Tabla 6). Al comparar CON con
TRT el largo y ancho de las células principales fue superior en la cabeza y cola de
los CON en comparacion con los TRT (31,01+0,22 vs. 30,42+0,18; 30,36+0,21 vs.
29,97+0,16; 6,37+0,08 vs. 6,09+0,08; 6,23+0,08 vs 6,21+0,06; respectivamente; P

<0.05).

Tabla 6. Largo y ancho de células epididimales de gatos controles y vacunados con
Improvac®.

Grupo
Iei)ei%lli(;ll;mal Longitud celular Ancho celular
CON TRT CON TRT
Ca 31,01+0, 2° 30,42+0,2° 6,37+0,1* 6,09+0,1*
C 30,43+0,2° 30,20+0,2° 6,23+0,1* 6,21+0,1*
Co 30,36+0,2° 29,97+0,2° 6,11+0,1* 5,92+0,1°

CON: control. TRT: tratado. Ca: cabeza. C: cuerpo. Co: cola. Letras diferentes
indican diferencias significativas en la misma columna, P <0.05.
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DISCUSION

Los gatos del estudio estuvieron bajo un régimen luminico que permite
mantener una buena calidad seminal, una producciéon espermatica similar a lo
observado en gatos durante épocas del afio con fotoperiodo natural largo (Nufiez
Favre y col., 2012, Stornelli y col., 2009). Es asi como los resultados de los gatos
controles evidencian este hecho. Los resultados obtenidos en este capitulo muestran
en los gatos controles un desarrollo de la hilera seminal, porcentaje de células claras
y oscuras asi como de células PAS+ y PAS- similares a lo comunicado en gatos
sometidos a fotoperiodo largo natural (Stornelli y col., 2009; Reyna y col., 2008;
Savignone y col., 2007). Por el contrario, los gatos TRT mostraron desarrollo de la
hilera seminal y porcentaje de células claras y oscuras similares a gatos sometidos
a fotoperiodo natural corto (Stornelli y col., 2009; Reyna y col., 2008; Savignone y
col., 2007). Se ha documentado que los gatos sometidos a fotoperiodo natural
poseen produccion espermatica estacional en relacion con el fotoperiodo
acompafiando la estacionalidad reproductiva de la hembra (Nufiez Favre y col.,
2012a; Nufiez Favre y col., 2012b; Stornelli y col., 2009). Es asi como durante los
dias de menos horas luz, con aumento de la melatonina sérica circulante,
disminuyen los pulsos de GnRH, disminuyendo la secrecion de FSH y LH, lo cual
determina la estacionalidad reproductiva de los felinos (Gimenez y col., 2009). La
vacuna Improvac® actiia estimulando la produccion de anticuerpos anti GnRH
actuando sobre el eje hipotalamo hipofisiario gonadal, frenando la liberacion de
FSH y LH, lo cual determina, la disminucion de testosterona sérica con la
consecuente morfologia testicular y epididimal, similar a gatos sometidos a

fotoperiodo corto natural.
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En concordancia con nuestros hallazgos estudios previos demuestran que
los testiculos de animales que recibieron vacunas anti GnRH muestran tibulos
seminiferos con escaso desarrollo de la hilera seminal (Levy y Crawford 2004;

Ajadi y Oyeyemi 2015; Einarsson y col., 2009).

Nuestros resultados son similares a los comunicados previamente por Levy
(2004), quien observo que gatos tratados con una vacuna anti GnRH desarrollada
por el Centro de Investigacion Nacional de Vida Silvestre de Fort Collins,
Colorado, USA, mostraban marcada atrofia tubular con vacuolas en las células de
Sertoli y escasez de células germinales, mientras que en los gatos controles se
observaban tubulos seminiferos poblados uniformemente por células de Sertoli y
células germinales, asi como produccién y maduracion de espermatides que se
identificaban facilmente en los limenes tubulares (Levy y Crawford 2004). El
mismo efecto fue comunicado por Ajadi y Howaida (2015) al administrar una sola
dosis de la vacuna Improvac® en caninos, mostrando que los perros vacunados
presentaban tiibulos seminiferos con escaso desarrollo de la hilera seminal 4 meses

posvacunacion.

Si bien no hemos realizado una prueba de campo para estudiar la fertilidad
de los gatos luego de la aplicacion de la vacuna Improvac®, el escaso desarrollo de
la hilera seminal observado en los gatos vacunados sugiere infertilidad asociada al
tratamiento. Futuros estudios permitirdn también evaluar la duracion del efecto

vacunal.

Las células epididimales secretan diferentes componentes brindando un
medio Optimo para la maduracion y almacenamiento espermatico, con el fin de

mantener viables y no capacitados a los espermatozoides hasta su eyaculacion en el
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tracto genital de la hembra (Parks y Hammerstedt, 1985; Cooper, 1998; Robaire y
Hinton 2015). Se ha demostrado que la fisiologia del epididimo es altamente
dependiente de la secrecion de las células principales, que no solo contribuyen con
iones, agua y ATP, sino que proveen esencialmente todas las proteinas secretadas
al fluido luminal (Hermo y Jacks, 2002). Se ha documentado que las células
epididiales principales varian en su calidad tintorial y presencia de
mucopolisacaridos en relacion al fotoperiodo (Reyna y col., 2008, Savignone y col.,
2007). Las caracteristicas de las células epididimales principales en gatos

vacunados con Improvac®

son similares a las observadas en el epididimo de gatos
durante el fotoperiodo natural corto coincidiendo con una calidad seminal inferior
a la observada durante el fotoperiodo natural largo (Savignone y col., 2007; Reyna
y col., 2008; Nuifiez Favre y col., 2012a;). Nuestros resultados muestran diferencias
entre gatos controles y tratados en el porcentaje de células epididimales principales
claras y oscuras, asi como cambios en el largo y ancho de estas células, hechos que
podrian relacionarse con cambios en la funcion epididimal, ocurriendo un medio

ambiente no ideal para la maduracién y almacenamiento espermatico asociado a la

respuesta a la vacuna Improvac®.
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CONCLUSION

Se ha documentado que la vacuna Improvac® estimula la formacion de
anticuerpos anti-GnRH suprimiendo el efecto de la hormona GnRH, lo cual lleva a
la inhibicion de la sintesis de gonadotrofinas, evitando asi la reproduccion (Novak
y col., 2021). Es decir que la vacuna Improvac® induce la formacion de anticuerpos
contra la GnRH y evita asi la unién con sus receptores, para de esta manera inhibir
la sintesis de FSH y LH, produciendo en concordancia con lo observado en este
estudio, la consecuente supresion de la gametogénesis y cambios epididimales que
podrian relacionarse con un ambiente desfavorable para la maduracion y

almacenamiento espermatico.
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