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RESUMEN

CASTELLANOS SANCHEZ GABRIELA YAZMIN. Efecto de lainmunocastracion en la
involucién de la morfologia de los testiculos de cerdo (bajo la direccién de la Dra. Maria
Elena Trujillo Ortega)

Al llegar a la pubertad, los cerdos machos desarrollan un mal sabor y olor en la carne
conocido como olor sexual. La castraciéon quirdrgica es la practica més utilizada para
controlar dicho olor pero conlleva muchas desventajas las cuales se han podido evitar con
précticas alternativas como la inmunocastracion, método aceptado en diversos paises pero
ain existen dudas sobre sus efectos benéficos y requiere mas investigacion para
demostrarlos. El objetivo de este estudio fue identificar los cambios morfoldgicos en
testiculos y epididimos de animales inmunocastrados desde la primera dosis de la vacuna
anti-GnRH hasta la muerte. La experimentacion se realizG en una granja comercial con
cerdos de raza hibrida terminal que aplica la vacuna como una practica cotidiana. Cinco
animales se eligieron al azar y se identificaron como controles para no recibir la vacuna
anti-GnRH. Para medir €l efecto en tamafio testicular se midio el didmetro testicular de 30
animales elegidos a azar alas 3, 9, 10, 11 y 12 semanas después de la primera aplicacion.
Para observar |os cambios morfolégicos se eigieron 10 cerdos al azar y los cinco controles
y se castraron quirdrgicamente para realizar un andlisis histologico posterior; estas
castraciones se llevaron a cabo a mismo tiempo que las mediciones del didmetro testicular,
esto es, dos cerdos inmunocastrados y un control cada semana. La inmunocastracién afecta
significativamente €l tamafno testicular pero no € nimero de células intersticiales, sin
embargo, se observé una disminucién consecutiva del volumen de las células intersticiales

(de Leydig) desde la primera dosis, asi como signos de muerte y dafio celular; el epididimo



presentd dafio en pared epitelial y ausencia de espermatozoides en e lumen. La
espermatogenesis es afectada mas no se detiene por completo lo cual nos hace pensar que la
reversibilidad morfo-funcional es factible. La inmunocastracion mediante la vacuna anti-
GnRH tiene efecto significativo morfologico aparentemente reversible y e tamafio

testicular no puede ser evidencia de ausencia de olor sexual.



INTRODUCCION

La presentacion de la pubertad en los cerdos machos conlleva una serie de cambios de
diversa indole que van desde €l crecimiento de los érganos sexuales asi como €l desarrollo
de la conducta sexual. Asi mismo, el sistema endocrino comienza a liberar hormonas
encargadas de dichos cambios con la finalidad de convertir a cerdo en un animal
sexual mente maduro, esto es, con la capacidad de reproducirse.

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es aguella que se encarga de estimular a
la hipdfisis para la secrecion de las hormonas estimuladora de células intersticiales (ICSH o
LH) y foliculo-estimulante (FSH) que actian sobre las gonadas para provocar €
crecimiento testicular y la esteroidogénesis. La androstenona es un esteroide testicular
producto de dicho estimulo cuya funcién principal es como feromona; sin embargo, es uno
de los principal es responsables del conocido “olor sexual” en cerdos.??

El olor sexua se presenta en la carne de |os machos sexual mente maduros (que han Ilegado
ala pubertad) y puede llegar a considerarse como un olor desagradable siendo el principal
factor limitante en e mercado para la venta de machos enteros y por ello es importante
tener un buen control de dicho olor. Otro contribuyente a dicho olor es el escatol, pero
contrario a la androstenona, esta sustancia no es especifica de los machos siendo un
producto de la degradacion microbiana del triptéfano en e intestino grueso. *

La manipulacion de la dieta, una adecuada limpieza, el manejo y los cambios en los pesos
al momento de la matanza, asi como la seleccion genética, son algunas de las opciones para
controlar dicho olor pero no siempre es comercialmente viable ni eliminan aceptablemente

la presencia de dichos agentes. >° Por €llo, la préctica més efectiva que cominmente se



realiza en la mayoria de los paises es la castracion quirdrgica que ha generado controversia
ya que e cerdo entero tiene una mejor conversion alimenticia y canales mas magras, en
tanto que la castracion quirudrgica afecta negativamente la salud y el bienestar animal pues
cuando se hace sin anestesia ni analgesia les produce dolor e incomodidad ademés de que
puede provocar inflamacién crénicay mayor retardo en el crecimiento.’

Ante estas desventgjas, diversas alternativas se han propuesto paralograr dicho fin. Unade
ellas es la vacunacion contra la GnRH conocida como inmunocastracion, la cual ayuda a
mejorar la calidad de la carne, y a mismo tiempo representa un método que influye
favorablemente en la conducta de |os animales; contribuyendo a disminuir el dolor causado
por la cirugia o inflamacién.? Por ello, lainmunocastracion es un tema que ha tomado gran
importancia en la Ultima década pues se han demostrado beneficios importantes tanto
productivos y de bienestar animal por lo que se ha hecho necesario aumentar los estudios y

de esta forma garantizar dichos efectos benéficos.



REVISIONDE LALITERATURA

Lostesticulos, los epididimos y |a espermatogénesis

Los testiculos son las gonadas masculinas que tienen como funcién producir los

espermatozoides (células encargadas de transmitir los genes del macho a la descendencia) y

los andrégenos (sustancias que proporcionan las caracteristicas individuales del macho).’

El parénquimatesticular (Figura 1) estd formado por una serie de tabul os huecos conocidos

con e nombre de tdbulos seminiferos, rodeados por tegido intersticial. Los tubulos

seminiferos estan formados por dos tipos de célul as bésicas:>*°

a) Céulasde sostén (de Sertoli).- Son células piramidales cuya ancha base descansa en

lalamina basal y €l citoplasma restante se extiende hacia el lumen tubular creando
protuberancias largas que rodean a las células germinales durante todo su desarrollo.
También forman la barrera hematotesticular responsable de evitar € paso de
sustancias a compartimento adluminal que puedan aterar el desarrollo de la
espermatogenesis.
Tienen funciones nutritivas, de sostén y de soporte; ademas fagocitan células
espermatogenicas en regresion y despegan cuerpos residuales de las espermétidas.
Por otra parte, liberan los espermatozoides en la luz del tdbulo seminifero
(espermiacion), modulan la accion de la FSH y la testosterona en las células
germinales, participan en la sincronizacion de los eventos espermatogenicos,
producen una proteina fijadora de androgenos y secretan constituyentes del fluido

intratubular como latransferrinay lainhibina.™



b) Células germinales primitivas.- Son varias células espermatogénicas que
representan diferentes fases en el desarrollo y diferenciacion del espermatozoide y
se localizan entre y por encima de las células de sostén. La secuencia de eventos en
el desarollo del espermatozoide desde la espermatogonia es |lamada
espermatogénesis y se subdivide en tres fases: 1) espermatocitogénesis, el proceso
por € cua una espermatogonia madura a espermatocito; 2) meiosis, la divisiéon
naturacional de los espermatocitos que da lugar a las espermatidas con un nimero
reducido (haploide) de cromosomas y; 3) espermiogénesis, € proceso de
transformacion de las espermétidas en espermatozoide.’

El tejido intersticial est4 formado por teido conjuntivo, vasos sanguineos y linféticos,
fibrocitos, células mononuclearesy células intersticiales (de Leydig). Estas Ultimas son las
encargadas de secretar 1os andrégenos testiculares (fundamentalmente la testosterona) por
accion de la hormona estimuladora de células intersticiales (ICSH o LH) y en € cerdo,
llegan a ocupar del 20 al 30% del volumen testicular.*®

Las células intersticiales son de origen mesenquimatoso y se distinguen dos poblaciones:
las fetalesy las pubertales e incluso en el cerdo se ha identificado un tercer tipo (posnatales
tempranas). Los testiculos inmaduros contienen numerosas células intersticiales dispuestas
a modo de mosaico, con formas poliédricas y citoplasma acidéfilo con una minima
presencia de liposomas y nucleo central. Por el contrario, las células intersticiales de los
testiculos maduros muestran un esguema estructural de células productoras de esteroides,
esto es, son poligonales, de unos 14 um de diametro, con nlcleo esférico centra y
citoplasma amplio aciddfilo. El citoplasma contiene numerosos liposomas que albergan la
materia prima para la formacion de hormonas. La enzima especifica de la transformacion

de sustancias grasas se localiza en el seno de las mitocondrias esféricas las cuales poseen



crestas tubulares e intervienen directamente en la sintesis de esteroides a ponerse en
contacto directo con la grasa de |os liposomas para sintetizar |a testosterona. Sus complejos
de Golgi son relativamente pequefios y no participan en la secrecion de androgenos. Al
igual gue otras células enddcrinas secretoras de esteroides, € rasgo ultraestructural mas
[lamativo de las células intersticiales es su reticulo endoplasmico liso tan extenso. También
presentan reticulo endoplésmico rugoso, pero no tienen vesiculas de secrecién porque, a
parecer, la testosterona se libera con la misma rapidez que con la que se sintetiza y por

tanto no se aprecia morfol 6gicamente.****

Figura 1. Composicion del parénquimatesticular y tejido intersticial. (Modificada de: Junqueiray Carneiro.
Histologia Bésica. Barcelona, 2005)



El epididimo es un conducto enrollado recubierto por un epitelio cilindrico estereociliado
pseudoestratificado rodeado de una pequefia cantidad de tejido conjuntivo laxo y fibras
musculares lisas circulares que, de acuerdo a sus caracteristicas histologicas, se divide en
cabeza, cuerpo y cola. La espermiogénesis comienza en |os tubulos seminiferos y termina
en el epididimo ya que éste es € responsable de la maduracion (en cabeza 'y cuerpo) y €

almacenamiento (en cola) de los espermatozoides.™

Pubertad de cerdos machos:; olor sexual

El término pubertad se refiere al proceso de cambios por |os cuales un organismo desarrolla
la habilidad de reproducirse y se presenta en los cerdos machos aproximadamente entre las
20 y 24 semanas de vida; sin embargo, ademas de la edad, diversos factores pueden influir
en su presentacion tales como: alojamiento grupa o individual, nutricion, fotoperiodo o
época del afio, raza, entre otros. **** Se considera que un cerdo adquiere el estado de
pubertad cuando aparecen espermatozoides libres en los tdbulos seminiferos y se presentan
en la cauda epididimal o cual representa el momento en que el macho es capaz de fecundar
aunque es de aclararse gue precisamente en ese momento no es cuando tiene el maximo de
fertilidad."

Asi, la pubertad se caracteriza por cambios conductual es, morfol 6gicos y enddcrinos.

«» Cambios conductuales

Iniciala presentacion de diversas conductas dependientes de una complea interaccion entre
el organismo y las condiciones ambientales. Las mas importantes son el incremento en la
agresividad y la definicion de una conducta sexual mediante el cortgjo a la hembra que

consiste en grufidos y generacion de grandes cantidades de saliva por la cua liberan



feromonas facilmente perceptibles por la hembra a contacto con ella; ademés golpes a la
hembra en los flancos y olfateo de region anal hasta que la monta.™*

«» Cambios morfol 6gicos

El volumen de masa muscular se incrementa asi como € tamafio de los 6rganos
reproductivos tales como los testiculos y las glandulas bulbouretrales. Por otro lado, en los
testiculos, las células intersticiales y células de sostén empiezan a proliferar; se incrementa
el diametro y largo de los tubulos seminiferos, la formacion del lumen tubular y la
12,15

aparicion de células espermatogénicas.

«» Cambios enddcrinos

La regulacion endécrina en la pubertad conlleva una compleja interaccion entre
gonadotropinas y esteroides gonadales. Asi, ciertas hormonas son activadas para comenzar
su funcién biol6gica reproductiva, por g emplo, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) que se libera de forma pulsétil en el hipotdlamo estimula ala hipofisis a secretar
las hormonas estimuladora de células intersticidles (ICSH o LH) y foliculo-estimulante
(FSH) las cuales posteriormente, inducen el crecimiento testicular. La ICSH se une a los
receptores en las células intersticiales para comenzar la esteroidogénesis y la FSH se
encarga de la espermatogénesis hasta el estado de espermatocito secundario. Los esteroides
testiculares son liberados a la circulacion y transportados a varios tejidos donde llevan a
cabo diversas funciones.”

Un importante esteroide producido es la testosterona que influye en la retroalimentacion
para regular la secrecion de GnRH, ICSH y FSH, estimula e desarrollo de las

caracteristicas sexuales del macho asi como e aumento de masa muscular >1°

y estimula
los estados tardios de la espermatogénesis. Ademés, es el principa responsable del

funcionamiento de las glandulas accesorias (ya que sin esta hormona simplemente se
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vuelven disfuncionales) y del epididimo, prolongando asi e lapso de vida del
espermatozoide. >’

Otro esteroide testicular es la androstenona la cual es transportada y amacenada en las
glandulas salivales para desarrollar un papel importante en la conducta sexual como
feromona. Puede encontrarse a niveles muy variables debido a diversos factores tales
como peso Vivo, fase de maduracion sexual °y raza.'®

La androstenona es responsable de un fuerte olor y sabor a orina en la carne conocido como
“olor sexua” el cual puede llegar a considerarse como un olor desagradable a pesar de la
gran variacion de sensibilidad de consumidores ya que mientras algunos pueden detectar
bajas concentraciones de androstenona otros simplemente no notan su presencia.™®

Otro contribuyente a dicho olor es un metabolito de la degradacion del triptéfano en €
intestino grueso llamado escatol el cua no es especifico de los cerdos machos y se
desconoce la funcién fisiolégica que pueda tener en esta especie pues en muchos
mamiferos como cabras, bovinos e incluso humanos es una neumotoxina; sin embargo, |os
cerdos no presentan dicha toxicidad.® La presencia de dicho metabolito se ve influida de
factores como maduracién sexual,*> genética,* nutricién y condiciones de crianza ya que,
como puede ser absorbido por la piel, condiciones poco higiénicas aumentan la presencia
en grasa subcutanea.”

Tanto los niveles de androstenona como de escatol se incrementan al inicio de la pubertad;
sin embargo, esta relacion no se encuentra bien establecida. Parece ser que el metabolismo
del escatol disminuye porque el higado comienza a metabolizar esteroides testiculares 1o
que provoca la acumulacién del escatol en el organismo pero un cerdo puede tener altos

niveles de androstenonay bajos niveles de escatol ya que la acumulacién de escatol no estaq
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directamente relacionada a la funcion testicular y su presencia se debe a diversos factores
como se menciond anteriormente.?+?

Ambas sustancias son altamente lipofilicas favoreciendo su amacén en tejido adiposo y asi,
por su relativa alta volatilidad, cuando la carne de cerdo es cocinada ambos componentes
son facilmente liberados provocando e olor sexua® incluso en concentraciones realmente
minimas (0.5-1.0 ppm para androstenonay 0.20-0.25 ppm para escatol).?*

A pesar de la variacion de sensibilidad, € olor sexua es € principa factor limitante en e

mercado para la venta de machos enteros (no castrados) y por ello esimportante su control.

Castracion de cerdos machos

A lo largo del tiempo se han intentado diversas préacticas para controlar €l olor sexual en
cerdos; sin embargo, la castracion quirdrgica se ha convertido en la practica de eleccion
para dicho control por las multiples ventajas que presenta tales como: €l procedimiento
consume poco tiempo, afecta alos animales en una forma positiva (menos agresividad) y €
riesgo para el personal es bgjo; generalmente se realiza después del tercer dia de edad para
permitir a los lechones obtener el calostro necesario para prevenir infecciones posteriores,
mejor crecimiento 'y cicatrizacion antes del destete asi como definir la teta. Por otro lado, a
esta edad |os testiculos son mas faciles de remover, el riesgo a hemorragias es minimo y es
mas sencillo el mangjo ya que incluso una persona bien capacitada puede hacerlo por si
sola?

A pesar de ser laprincipal herramienta para el control del olor sexual sus efectos negativos

son conocidos desde principios del siglo pasado, principaimente e relacionado con la
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ganancia de peso, pues comparada con animales enteros es significativamente menor a
pesar que laalimentacion y condiciones ambientales sean similares.®

Por otro lado, muchos productores la consideran desagradable y actualmente esta criticada
y cuestionada ampliamente por grupos de bienestar animal porque generalmente es aplicada
sin anestesia y, a cualquier edad que se realice, se presentan reacciones conductuales y
fisiol6gicas indicativas de dolor, incluyendo estrés e incomodidad antes y horas después
del procedimiento e incluso algunas conductas persisten por muchos dias ya que se ha
observado e incremento en las concentraciones de cortisol en suero después de lacirugia.”
Por o anterior, diversas alternativas para el control del olor sexual han sido propuestas en
las Ultimas décadas. Algunas de ellas se han llevado a la préctica cotidiana actualmente en

ciertos paises y algunas otras aln se encuentran en estudio.
Alter nativas implementadas actual mente

«» Castracion quirdrgica con anestesia

La castracion quirdrgica con anestesia se puede realizar de diversas formas; anestesia local
(inyeccion directa en testiculos), general o incluso inhalada (spray nasal o camaras de
didxido de carbono). El efecto en el animal y el riesgo para el persona es similar a de la
castracion quirdrgica sin anestesia; sin embargo, € uso de anestesia general es de
considerarse para la seguridad en el consumo humano. Consume un mayor tiempo, es mas
caro y en algunos lugares se exige la participacion de personal capacitado; por ello para
poder aplicar esta alternativa es necesario que €l costo sea minimo y que el anestésico no

dure tanto tiempo para que el animal vuelva con la madre méas rapido.?"*®
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«»* |nmunocastracion

La inmunocastracion consiste en la inyeccion de una forma modificada de GnRH
conjugada a una proteina que induce la formacién de anticuerpos contra GnRH, los cuales
se unen a la GnRH endogena previniendo la liberacion de ICSH y FSH por parte de la
hipéfisis.®

Comparada con la castracion quirdrgica, la inmunocastracion genera beneficios, que
incluyen la mejora en la ganancia diaria de peso asi como en la eficiencia aimenticia;® sin
embargo, afecta el trabagjo de rutinay el tiempo que conlleva el proceso para su aplicacion.
Puede aplicarla ya sea un trabgjador o € veterinario pero ain existe la inquietud sobre la
seguridad en el personal a pesar de ser minimo e riesgo s se utiliza e inyector
recomendado por €l fabricante para una mayor proteccion. Asi mismo se recomienda que
no sea aplicado por mujeres en edad fértil lo cual puede ser un inconveniente para ciertas
granjas.”’

¢ Produccién de cerdos enteros

La cria de machos enteros se ha utilizado como alternativa porque se obtienen animales con
un mejor crecimiento e indice de conversion ademés de canales mas magras; elimina el
dolor asociado ala castracion y el ahorro de tiempo que ésta conlleva. No obstante, aparte
del olor sexual, los machos enteros muestran un comportamiento sexual mas acentuado y
una mayor agresividad a la entrada en pubertad que repercute negativamente en el bienestar
del grupo.*® Ademas, en algunas partes del mundo la castracion es incluso requerida por
algunas razones; por gemplo, en ltalia se produce un jamén curado (Parma Ham) € cua
requiere de cierta cantidad de grasa que solo un animal castrado puede proporcionar ya que

un animal entero es demasiado magro.?®



14

El Reino Unido y Gran Bretafa realizan esta practica desde hace mas de 20 afios cuando
decidieron abandonar la castracion de lechones. En la actualidad, casi todos |os cerdos de
estos paises se dgjan enteros. También en algunos paises del sur de Europa (Chipre,
Portugal y Espania) se realiza considerablemente dicha practica; sin embargo empieza a
decaer debido a que los cerdos deben ser sacrificados a una edad més temprana.®’

Alternativas en estudio (no implementadas)

% Semen sexado

Comparando la cria de machos enteros con la de hembras podriamos evitar el olor sexual;
sin embargo, los machos presentan una mejor conversion alimenticia’y menor cantidad de
grasa (diferencia menor en |a especie porcina comparada con los bovinos y ovinos).**

La clasificacion de semen de acuerdo a sexo es posible pero aun no se encuentra como uso
rutinario en cerdos. La técnica actual basada en citometria de flujo consume bastante
tiempo (se requiere de 10 horas para producir una dosis con 150 millones de
espermatozoides). Ademas, para reducir el niUmero de células esperméticas necesarias para
unadosis es necesario realizar inseminacion artificial intrauterinala cual debe ser llevada a
cabo por personal debidamente capacitado, pues la que se hace rutinariamente y de forma
més sencillaesen el cérvix.”’

+»» Uso de sustancias para la destruccion del tejido testicular

Existen ciertas sustancias tales como acidos y sales que han sido investigadas para ser
utilizadas como alternativas a la castracion. Estas sustancias son facilmente administradas,
seguras paralos animales, el riesgo del personal es bajo, no producen hemorragiay el dolor

es minimo. Sin embargo, se han llegado a observar tumefacciones en los testiculos y
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escroto, ademas la informacion sobre el dolor relacionado a posibles reacciones es muy
limitada e insuficientemente documentada para poder |legar a una conclusién certera.®’

+» Control genético

La seleccion genética de animales con baja presencia de olor sexual puede representar una
alternativa amigable respecto a bienestar animal pero a largo plazo ya que es necesario
realizar una seleccion cuidadosa para no afectar algin otro factor que pueda estar ligado a
dicha caracteristica. Por ejemplo, los metabolismos de la androstenona y e escatol son
procesos equivalentes; sin embargo la metabolizacién del escatol es necesaria para eliminar
sustratos xenobidticos mientras que e amacenamiento de la androstenona es
biol6gicamente importante para la funcion reproductiva. Asi, entendiendo que los
mecanismos de acumulacion de estos dos productos han sido investigados por un interés

en comuin, su impacto en la seleccion puede ser probablemente diferente.®
Proyecto PIGCAS

Diversos paises de Europa han enfocado su preocupacion al bienestar animal sin descuidar
las necesidades de los productores. Ejemplo de esto es e proyecto llamado PIGCAS
(Actitud, practicas y situacion de la castracion de lechones en Europa) que se desarroll6 en
un periodo de 24 meses (2007-2009) por 27 paises de la Union Europea. Dicho proyecto
tuvo como objetivo obtener informacion mediante cuestionarios sobre la opinién de
diversas personas involucradas en la cadena comercial de la carne porcina (desde
productores hasta consumidores) para respaldar la futura politica europea sobre bienestar
animal en el &rea de castracion quirldrgica sin anestesia y sus métodos aternativos. Asi,
concluyeron que no sera prohibida la castracion quirdrgica sin anestesia en la Unidn

Europea en un futuro cercano pues a pesar que en algunos paises (tales como Noruega y
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Suiza) ya esta prohibido legalmente, alin se requiere mas investigacion sobre las diversas
alternativas que existen, en especial, semen sexado y crianza de machos enteros; sin
embargo, la inmunocastracion y la castracion quirdrgica con anestesia pueden ser

soluciones temporales.’

Caracteristicas de la inmunocastracion

La GnRH es una hormona peptidica que ha sido ampliamente utilizada en medicina
humana para el control de tumores de mama, prostata, ovario y endometrio;* sin embargo,
se ha reportado atrofia testicular debido a incremento en los niveles de anticuerpos contra
GnRH que la aplicacion conlleva® Por otro lado, es usada para inmunizar animales,
suprimiendo la produccion de testosterona y espermatozoides (esteroidogénesis y
gametogénesis) ya que afecta e e hipotalamo-hipofisis-gonadal logrando una efectiva
inhibicion del crecimiento testicular y de la sintesis de esteroides sexuales la cual,
finalmente, reduce la aparicion del olor sexual 2

La inmunocastracion es una practica aprobada actualmente en diversos paises (Suiza,
Australia, Nueva Zelanda, Brasil, México, Corea, Tailandia, Costa Rica, El Salvador,
Sudéfrica, entre otros) pero aln no se considera una practica de rutina. La aprobacion se
logré apenas en la mayoria de los paises en € afio 2008, excepto para Australia, € cual
lleva més de 8 afios.?’ Existe un solo producto autorizado llamado Improvac ®, del
laboratorio Pfizer, el cual consiste, como ya se ha mencionado, en un forma modificada de
la GnRH conjugada a una proteina para inducir la formacion de anticuerpos frente a dicho
factor, que a unirse ala GnRH enddgena inhiben la secrecion de ICSH y FSH por parte de

la hipéfisis.®*



17

La GnRH natural de mamifero esta conformada por 10 aminoacidos, asi, la vacuna (como
es llamada por la forma en que actla), contiene una forma modificada con solo nueve
aminoacidos lo que hace que e organismo no la reconozca; ain asi, la GhnRH es muy
pegueiia para ser inmunogénica por |o que se encuentra unida a una proteina de transporte
ademés de un adyuvante acuoso que juntos resultan en elementos extrafios para los
receptores de la hipofisis estimulando a sistema inmune a producir atos niveles de
anticuerpos circulantes.”® Es administrada dos dosis via subcutdnea, con 4 semanas de
diferencia, y la segunda inyeccién se administra 4-6 semanas antes de la matanza® La
primera dosis provoca una respuesta inmune primaria pues se produce una baja cantidad de
anticuerpos principamente de tipo IgM no especificos y se establece una memoria
inmunologica. Después de la segunda dosis, € titulo de anticuerpos circulantes se eleva
répidamente predominando 1gG altamente especificos.®

Las vacunas son generalmente consideradas seguras desde e punto de vista de salud
publicaya que es dificil que sobrevivan al proceso de coccién de la carne o en todo caso, a
tracto intestina del consumidor. Por ello, esta vacuna no tiene efecto aguno en
consumidor ya que a administrarla oramente no genera anticuerpos. Ademas no tiene
efecto hormonal por si misma ya que administrada via intravenosa no atera niveles
hormonales.®

Estudios realizados con dicha vacuna han concluido que lainmunocastracion es una manera
efectiva de eliminar €l olor sexual sin las desventgjas de la castracion quirdrgica; sin
embargo, Jaros et al., 2005, encontré que de 270 animales utilizados dos no lograron €
efecto esperado, 1o cual se atribuyd a una falta de respuesta inmunolégica que puede ser

variable entre distintos individuos.*®
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Por otro lado, Dunshea et al., 2001, reportaron €l incremento en los niveles de anticuerpos
GnRH y la disminucion en la concentracion de androstenona y escatol en la grasa de los
animales a sacrificio (valores debgjo de los rangos aceptables) en el 100% de estos; pero
no fue asi en e caso de la testosterona la cual no mostro disminucion en & 8% de los
animales tratados.>

Existen otros estudios, ademés de los mencionados, basados en la medicién de anticuerpos
GnRH (a distintos intervalos en el periodo de la primera dosis a sacrificio), testosterona,
escatol y androstenona (en sangre o grasa), diametro y peso de testiculos y glandulas
bulbouretrales a sacrificio asi como la ganancia diaria de peso; con diferencias no
significativas (P<0.05), todos llegan a la conclusion de la eficacia en la vacuna para
controlar el olor sexual y disminuir |os efectos negativos de la castracién quirtrgica. * 337
Sin embargo, es importante mencionar que e tamarnio de los érganos no puede ser un
indicador confiable de |a respuesta a la vacunacion ya que agunos machos enteros llegan a
tener glandulas més pequeiias y testiculos menos pesados que los castrados
quirdrgicamente.*

Claus et al., 2007, encontraron un rapido incremento de anticuerpos después de la segunda
dosis; sin embargo, |0s aspectos cuantitativos son altamente variables dependiendo de cada
individuo. La disminucion continua que se presenta después de este incremento quizas
permita que la funcion testicular se recupere antes de ser enviados al rastro s es que esta
dosis es administrada tempranamente.®

Por ello, Zamaratskaia et al., 2008, realizaron un estudio para determinar la duracion del
efecto después de la segunda dosis encontrando que lainhibicién del olor sexual se alcanza
hasta 22 semanas después. Para este tiempo, el tamafio de los testiculos y las glandulas

bulbouretrales varia mucho entre individuos y aunque los 6rganos reproductivos no estan
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recuperados totalmente, e incremento en la variacion sugiere una regresion en la
involucion testicular después de este tiempo, o que no garantiza la ausencia del olor
sexual .

Como se ha mencionado, diversas investigaciones se han enfocado a la inmunocastracion
de forma indirecta mediante estudios dirigidos a incremento de anticuerpos GnRH vy
cambios enddcrinos; pero algunos otros han intentado observar 1os cambios que a nivel
histol 6gico ocurren en e parénquima testicular.

Ademés, las principales investigaciones sobre el efecto de las gonadotropinas asi como de
los androgenos sobre las células se ha basado en estudios de pardmetros en peso testicular y
evaluacion cudlitativa histolégica del epitelio seminifero,® y por elo, seria importante
realizar un estudio histopatol6gico que nos ayude a identificar los efectos causados en el
peso testicular.**

Asi, laliteratura sobre inmunocastracion solo sefidl a estudios histol 6gicos al momento de la
muerte y ya gque existen hipotesis sobre la regresion de la funcion testicular seria factible
estudiar la secuencia de los cambios histoldgicos en € testiculo a distintos periodos entre la
primeradosisy lamuerte con el fin de analizar como influyen dichos cambios en el tamafio
testicular asi como algunos aspectos que puedan influir en esta regresion. Asi mismo,
analizar los cambios que suceden en epididimo ya que, como se menciond, su
funcionalidad depende principalmente de las células intersticiales.

Por €ello, la obtencién de estos datos ayudard a conocer mas a fondo la eficacia de esta
vacuna para su consecuente uso como alternativa a la castracion quirdrgicay aumentar la

certeza de |os resultados en | as granjas que utilicen el producto.
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HIPOTESIS

Si la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es la principal responsable de la
funcion morfo-funcional de los testiculos entonces la inmunocastracion provoca involucion
reversible en las células intersticiales y cambios morfologicos que conllevan a una

disminucion del tamario testicular asi como alteraciones en epididimos.

OBJETIVO

Objetivo General

Describir la secuencia de los cambios morfolégicos de los testiculos y por ende de

epididimo debido alainmunocastracion.

Objetivos Particulares

1. Verificar € efecto de lainmunocastracion en €l tamafio y peso testicular.

2. Redlizar la cuentade cdulas intersticiales en cortes histoldgicos para ver €l impacto de
lainmunocastracién en ellas.

3. Detdlar los efectos microscopicos en € tubulo seminifero, grado de espermatogénesis,
céulas intersticiales y epididimo a consecuencia de lainmunocastracion y su relacion

con los cambios en €l tamafio y peso testicular y su posible reversibilidad funcional.
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MATERIAL YMETODO

Sujetos experimentales

El presente trabajo se realiz6 en una granja comercial ubicada en Atlixco, Puebla, la cua
maneja cerdos de raza hibrida terminal en su linea de engorda mediante un programa de
produccion intensiva. Los animales se encuentran alojados en corrales de 6.00 x 4.00 m con
20-24 cerdos por corral y la dieta se basa en concentrado de 3.8 Mcal/kg de energia
metabolizable y 19.5% de proteina cruda; con disponibilidad de agua permanente. Los

cerdos utilizados no estuvieron expuestos a ningun cambio en condiciones ambiental es.

Disefio experimental

Se utiliz6 lavacuna Improvac ® y cada dosis consistio en unainyeccion subcutanea bajo la
orejade 2 ml del producto. El protocolo de aplicacion se realizd de acuerdo ala planeacion
de la granja de la siguiente manera: la primera dosis alas 11 semanas de vida y la segunda
dosis alas 19 semanas de vida; cuatro semanas después de esta Ultima dosis fueron llevados
al matadero, esto es, a las 23 semanas de vida. Asi, € periodo de experimentacion
comprendié 12 semanas (desde la primera dosis hasta |legar al matadero).

Se escogieron aeatoriamente cinco cerdos del lote seleccionado para comenzar con la
experimentacion; dichos animales sirvieron de control, pues fueron identificados (aretados)
para que no recibieran la vacuna anti-GnRH; sin embargo, se encontraron en las mismas
condiciones que los demas cerdos de ese | ote.

El disefio experimental a seguir se resume en el Cuadro 1y consistio en lo siguiente:
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Morfometria macroscépica: Para evaluar €l efecto sobre tamafio testicular se
realizaron mediciones del diametro testicular (dt) con € uso de un vernier a 28
cerdos elegidos a azar alas 3 semanas después de la primera inyeccion del lote al
que pertenecian los cerdos control. Dicha accién se repitio a las 9, 10, 11 y 12
semanas.

Morfometria microscopica: En un grupo de 15 cerdos no solo se evalud el efecto
anteriormente mencionado sino también el efecto a nivel histoldgico; a dicho grupo
pertenecian los cinco cerdos control y 10 cerdos elegidos al azar. Para ello se midio
el diametro testicular de dos cerdos vacunados y un control y posteriormente fueron
castrados quirdargicamente (cq). Los testiculos se pesaron, se midieron nuevamente
y se obtuvieron muestras de testiculos izquierdo y derecho de cada animal asi como
de epididimos para su posterior valoracion histolégica. Dichas acciones se hicieron
en las mismas fechas que las mediciones para evaluar € tamafo testicular, esto es, a

las 3, 9, 10, 11y 12 semanas después de la primera inyeccion.

Semanas de edad 11| 14 | 19| 20 | 21 | 22 | 23
Semanas del experimento 0 3 8 9 10 | 11 | 12
Aplicacion de vacuna X X
Medicion de dt en cerdos vacunados| 30 30 | 30 | 30 | 30
Medicion de dt en cerdos control 1 1 1 1 1
No. de cq en cerdos control 1 1 1 1 1
No. de cq en cerdos vacunados 2 2 2 2 2

Cuadro 1. Protocolo de experimentacion
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Para los analisis posteriores, |os datos y muestras obtenidas de los cerdos a los que se les

realizo castracion quirdrgica se identificaron como se muestraen el Cuadro 2.

Periodo del | dentificacion
experimento Control | Vacunado
Semana 3 A 1,2
Semana 9 B 34
Semana 10 C 5,6
Semana 11 D 7,8
Semana 12 E 9,10

Cuadro 2. Identificacion de muestras

Castracion quirargica (orquiectomia bilateral)
Se reaiz0 bajo anestesia general mediante una combinacion de tiletamina con zolazepam

(nombre comercial: Zoletil) 1.M. a una dosis de 8-10 mg / kg de peso; previa sedacion con

azaperona (nombre comercial: Sural) 1.M. aunadosis de 2 mg / kg de peso.

Analisis histolégico

Se tomaron muestras de 1 cm® de cortes transversales de los epididimos y de la seccién
media de |os testicul os derecho e izquierdo de cada animal castrado y se fijaron en solucién
de Bouin (75% de &cido picrico, 24.5% de formol puro y 0.5% de acido acético) por 24
horas. Posteriormente se procesaron de acuerdo con € método de inclusién en parafina

mediante un histoquinete automatizado y se realizaron cortes a un espesor de 5m con un



microtomo. Dichos cortes se tifieron con hematoxilina - eosina para valorar estructura

histol 6gica. *

Para la cuenta celular se eligieron 12 campos al azar de una muestra testicular de cada

cerdo con la finalidad de conocer su poblacion por mm?, para ello se utilizé un ocular con
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reticulamicrométricay el objetivo de 40X.*® (Anexo )

Para determinar €l grado de espermatogénesis se utilizd el método de Johnsen (1970) el
cual califica a un tubulo seminifero con un puntgje de 1 a 10 de acuerdo a la presencia o
ausencia de las diferentes células espermatogénicas para lo cual se eligieron 30 tdbulos a

azar de una muestra testicular de cada cerdo para su evaluacion con el objetivo 40X

(Cuadro 3).4
Indice Caracteristicas morfol 6gicas

10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides

9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides
(5 por tubulo)
8 No hay espermatozoides maduros, presencia de esperméatidas
maduras.

7 Gran cantidad de espermétidas.
6 Presencia de pocas espermatidas (5 por tabulo)
5 Gran cantidad de espermatocitos presentes
4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tabul o)
3 Presencia Unicamente de espermatogonias
2 No hay células germinales, sdlo estan presentes las células de Sertoli
1 No hay célulasen € tubulo

Cuadro 3. Clasificacion del grado de espermatogénesis por el método de Johnsen
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Andlisis estadistico
El efecto de la inmunocastracion en los animales castrados quirdrgicamente sobre la
cantidad de células intersticiales, peso y diametro testicular se analiz6 mediante la prueba
exacta de Fisher y la obtencion de la recta de minimos cuadrados por regresion linea
simple; asi mismo se mangj0 € criterio de excluir aguellos animales que tuvieran un valor
mas alla de una desviacion estandar de la media y repetir €l andlisis s al comparar estas
pruebas resultaran opuestas. Ademas, se determinaron los coeficientes de correlacion de
dichas caracteristicas. El efecto en la espermatogénesis fue observado mediante la prueba
exacta de Fisher en base alas medias de |os datos obtenidos por el indice de Johnsen.
El efecto progresivo sobre tamario testicular se examind mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), considerando serie de tiempos, en base a todas las mediciones redlizadas en
cerdos inmunocastrados en el periodo de experimentacion.
El andlisis estadistico se llevd a cabo con € programa computacional Statistical Package
for the Social Science (SPSS, version 16.0) y para efectos de interpretacion de las pruebas
utilizadas se consideraron como significativas aquellas en las que se obtuvo un valor de p

<0.05.



26

RESULTADOS

Cambios en célulastesticularesy epididimo

1) Semana 3: Los testiculos y epididimos de los cerdos 1 y 2 tuvieron patrones similares a
los del cerdo A, esto es, las células intersticiales tenian forma irregular, ausencia de
espermatidas y espermatozoides en la luz tubular asi como de estos en epididimo y pocas
células en linea germinal; sin embargo, los cerdos inmunocastrados presentaron
descamacion ligeray vacuolizacion en epitelio germinal y del epididimo, asi como picnosis
nuclear (incremento de basofilia del nicleo) de células intersticiales y germinales. (Figuras
2ay 2b).

2) Semana 9: Los testiculosy epididimos del cerdo B difieren de los del cerdo A yaque €
volumen de las células intersticiales se incremento (se hipertrofiaron) asi como €l epitelio
germinal y del epididimo; incluso ya hay presencia de espermatidas y espermatozoides en
los tdbulos seminiferos y espermatozoides en el lumen de epididimo. Por otro lado, tienen
similitud con el cerdo 3, no asi para el cerdo 4 ya que presenta variabilidad en la hipertrofia
delas célulasintersticiales siendo en lamayoriaminimay el epitelio del epididimo muestra
vacuolizacion y hay ausencia de espermatozoides en €l lumen de éste. (Figuras 3ay 3b).

3) Semana 10: Los testiculos y epididimos del cerdo C se mantienen igual al cerdo B; no
obstante la comparacion de |os testiculos con los cerdos 5 y 6 muestra una disminucion del
volumen de las células intersticiales (mas evidente en 5 que en 6) asi como en la presencia
de espermatozoides (Figura 4d). Por su parte, € epididimo del cerdo 5 muestra dafio

estereociliar y del epitelio asi como desorganizacion celular con poca presencia de
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espermatozoides en e lumen mientras que e epididimo del cerdo 6 no muestra dichas
alteraciones pero |os espermatozoides se encuentran ausentes (Figura 4b).

4) Semana 11: Los testiculos del cerdo D presentan diferencia con el cerdo C ya que hay
hipertrofia de las células intersticiales y algunos tdbulos tienen bastantes espermétidas y
espermatozoides; mientras que los epididimos son muy similares. En cuanto alos testiculos
de los cerdos vacunados existen ciertas diferencias. Las caracteristicas del epididimo y las
células intersticiales del testiculo del cerdo 7 son iguales alas del control D; sin embargo,
hay una rara presencia de espermatozoides asi como una desorganizacion del epitelio
germinal. Por su parte, los testiculos del cerdo 8 muestran una marcada disminucion del
volumen de células intersticiales contra el control D pero el epitelio germinal y la
presencia de espermatozoides es similar. Asi mismo, el lumen del epididimo del cerdo 8
carece de espermatozoides (Figuras 5ay 5b).

5) Semana 12: Los testiculos y epididimos del cerdo E muestran mayor cantidad de
espermatozoides que D; por su parte, los testiculos de los cerdos vacunados 9 y 10
presentan una disminucion de espermatozoides e incluso se encuentran dafados y
desorganizacion celular del epitelio germinal, asi mismo la disminucion del volumen de las
células intersticiadles es evidente (Figura 6a). Las células del epitelio del epididimo
disminuyeron asi como los estereocilios se encuentran dafiados;, la presencia de
espermatozoides es minima en epididimo del cerdo 9 mientras que en el 10 simplemente no

los hay (Figura 6b).
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Figura 2a. Microfotografia de cortes transversales de los testiculos en la semana 3 del periodo de
experimentacion que muestra la presencia de nucleos picnéticos de células intersticiales y germinalesy
vacuolizacion de células germinales en un cerdo inmunocastrado comparado con el cerdo control.
Izquierda: Cerdo A. Derecha: Cerdo 1. Eg = Epitelio germinal. Ci = Células intersticiales. V =
Vacuolas. P = Nucleos picnéticos. Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de 400X.

Figura 2b. Microfotografia de cortes transversales de los epididimos en la semana 3 del periodo de
experimentacién que muestra la vacuolizacion del epitelio en un cerdo inmunocastrado comparado con
el cerdo control. Izquierda: Cerdo A, Derecha: Cerdo 2. V = Vacuolas. Hematoxilina-Eosina, con un

aumento total de 400X.
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Figura 3a. Microfotografia de cortes transversales de los testiculos en la semana 9 del periodo de
experimentacion que muestra la presencia de espermatidas tanto en el cerdo inmunocastrado como en el
control y la hipertrofia de células intersticiales la cual es menor en el cerdo inmunocastrado. |zquierda:
Cerdo B, Derecha: Cerdo 4. E = Espermédtidas. Ci = Células intersticiales. Hematoxilina-Eosina, con un

aumento total de 400X .

Figura 3b. Microfotografia de cortes transversales de los epididimos en la semana 9 del periodo de
experimentacion que muestra la presencia de espermatozoides en € cerdo control contrario a un cerdo
inmunocastrado y la vacuolizacion del epitelio en un cerdo inmunocastrado. Izquierda: Cerdo B,
Derecha: Cerdo 4. Ez = Espermatozoides. V = Vacuolas. Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de

400X.
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Figura 4a. Microfotografia de cortes transversales de los testiculos en la semana 10 del periodo de
experimentacion que muestra la disminucion del volumen de las células intersticiales y la menor
cantidad de espermatozoides en un cerdo inmunocastrado comparado con el cerdo control. |zquierda:
Cerdo C, Derecha: Cerdo 5. Ez = Espermatozoides. Ci = Células intersticiales. Hematoxilina-Eosina,

con un aumento total de 400X.
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Figura 4b. Microfotografia de cortes transversales de los epididimos en la semana 10 del periodo de
experimentaci dn que muestra el dafio estereociliar y del epitelio asi como la disminucion o ausencia de
espermatozoides en un cerdo inmunocastrado comparado con el cerdo control. |zquierda arriba: Cerdo
C, Derecha arriba: Cerdo 5, Abgjo: Cerdo 6. Ez = Espermatozoides. Ec = Estereocilios. Ep = Epitelio.
Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de 400X (Arriba) y 100X (Abajo).
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Figura 5a. Microfotografia de cortes transversales de los testiculos en la semana 11 del periodo de
experimentacion que muestra la variabilidad en la disminucion del volumen de las células intersticiales
entre cerdos inmunocastrados comparados con €l cerdo control. Izquierda arriba: Cerdo D, Derecha
arriba: Cerdo 7, Abgjo: Cerdo 8. Ci = Células intersticiales. Hematoxilina-Eosina, con un aumento total

de 400X.
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Figura 5b. Microfotografia de cortes transversales de los epididimos en la semana 11 del periodo de
experimentacion que muestra la disminucion o ausencia de espermatozoides en un cerdo
inmunocastrado comparado con el cerdo control. Izquierda arriba: Cerdo D, Derecha arriba: Cerdo 7,
Abgjo: Cerdo 8. Ez = Espermatozoides. Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de 400X.



33

Eg

Eg
T -

Figura 6a. Microfotografia de cortes transversales de los testiculos en la semana 12 del periodo de
experimentaci én que muestra la disminucién del volumen de las células intersticiales y desorganizacion

celular del epitelio germinal. Izquierda. Cerdo E, Derecha: Cerdo 10. Eg = Epitelio germinal. Ci =
Células intersticiales. Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de 400X .

Ez «—Ep

Figura 6b. Microfotografia de cortes transversales de los epididimos en la semana 12 del periodo de
experimentacion que muestra el dafio estereociliar y del epitelio asi como la disminucion o ausencia de
espermatozoides en un cerdo inmunocastrado comparado con el cerdo control. Izquierda arriba: Cerdo
E, Derecha arriba: Cerdo 9, Abgjo: Cerdo 10. Ez = Espermatozoides. Ec = Estereocilios. Ep = Epitelio.
Hematoxilina-Eosina, con un aumento total de 400X.



Correlacion entre numero de células intersticiales, peso y diametro

testicular

El Anexo Il muestra los datos obtenidos de la cuenta celular, medicion de peso y diametro
testicular. Mediante dichos datos se calculd e efecto de la vacuna sobre el nimero de
células intersticiales (Células Int), el peso (P) y didmetro testicular antes (DT1) y después
(DT2) de la castracion quirargica tanto de testiculo izquierdo como derecho (Cuadro 4).
El peso y diametro testicular de los cerdos inmunocastrados es significativamente menor
(P<0.05) mientras que €l nimero de células intersticiales no muestra diferencia significativa
(P>0.05).

Los resultados obtenidos de la recta de minimos cuadrados muestran que a lo largo del
periodo las células intersticiales de los cerdos inmunocastrados disminuyen, contrario alos
controles que van en aumento mientras que €l peso y diametro testicular si presentan un

aumento constante durante €l periodo, pero menor a de los cerdos control  (Gréaficas

1a,b,c,d).

Caracteristica Control Inmunocastrado Valor de P
Células Int (por mn") 54.65+15.75 40.51+17.93 0.159
DT1 (cms, derecho) 5.69+1.14 4.33+0.53 0.007
DT1 (cms, izquierdo) 5.87+1.05 4.56+0.60 0.012
DT2 (cms, derecho) 5.42+1.07 4.15+0.71 0.008
DT2 (cms, izquierdo) 5.49+1.06 4.22+0.80 0.009
P (gramos, derecho) 180.40+78.61 87.30+37.91 0.017
P (gramos, izquierdo) 200.60+94.33 94.60+44.41 0.022

Cuadr o 4. Efecto de lainmunocastracion sobre €l nimero de células intersticiales, peso y didmetro
testicular (se presentan las medias de los valores + desviacion estandar)
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Gréafica 1a. Comportamiento de células intersticiales. (Recta de minimos cuadrados)
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Grafica 1b. Comportamiento del diametro testicular (con escroto). (Recta de
minimos cuadrados)
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Gré&fica 1c. Comportamiento del didmetro testicular (sin escroto). (Rectade
minimos cuadrados)
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Gréfica 1d. Comportamiento del peso testicular. (Recta de minimos cuadrados)

Los resultados de ambas pruebas resultaron opuestos; asi, se eliminaron a los animales
control que tuvieron un valor mas alla de una desviacion estandar de la media. El control D
con un valor de 32 células intersticiales / mm? fue excluido y los resultados obtenidos se
muestran en € Cuadro 5; € peso y didmetro testicular de los cerdos inmunocastrados
permanece significativamente menor (P<0.05), con excepcion de DT2 izquierdo; y €
numero de células intersticiales sigue sin mostrar diferencia significativa (P>0.05) pero con
un valor menor que en la primera prueba (P=0.066).

El peso y diametro testicular en los animaes inmunocastrados se encuentran
correlacionados en mas del 85%; sin embargo, estas variables tienen una correlacion

indirecta de un 70-85% con €l niUmero de célulasintersticiales (Cuadro 6).
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Caracteristica Control Inmunocastrado Valor de P
Células Int (por mnT) 48.18+28.60 40.51+17.93 0.066
DT1 (cms, derecho) 5.57+1.28 4.33+0.53 0.021
DT1 (cms, izquierdo) 571+1.18 4.56+0.60 0.037
DT2 (cms, derecho) 5.28+1.18 4.15+0.71 0.047
DT2 (cms, izquierdo) 5.34+1.17 4.22+0.80 0.060
P (gramos, derecho) 168.50+85.42 87.30+37.91 0.037
P (gramos, izquierdo) 179.50+94.33 94.60+44.41 0.022

Cuadro 5. Efecto de lainmunocastracion sobre el nimero de células intersticiales, peso y
diametro testicular eliminando a control D (se presentan las medias de los
valores + desviacion estéandar).

DTlder | DTlizq | DT2der DT2izq P der Pizq
Céulasint| -0.8479 | -0.7450 -0.8957 -0.8526 -0.8816 | -0.8661
DT1 der 0.9539 0.9749 0.9365 0.9434 0.9164
DT1izq 0.9307 0.9041 0.8594 0.8526
DT2 der 0.9832 0.9617 0.9387
DT2izq 0.9493 0.9329
P der 0.9810

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion para el nimero de células intersticiales, peso 'y
didmetro testicular.

Efecto progresivo en diametro testicular

El didmetro testicular presenta un incremento entre la semana 3 y la semana 9 pero después
de ello empieza a disminuir periddicamente (Gréfica 2). Asi, tanto el didmetro en testiculo
derecho como izquierdo presenta una aumento significativo (P<0.05) entre lasemana 3y la
semana 9; de esta semana a la semana 10 el tamafio testicular no se modifica (P>0.05) y

posteriormente, ala semana 11 existe una disminucion significativa (P<0.05). De la semana
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11 ala semana 12 el tamafno del testiculo derecho se mantiene (P>0.05) mientras que €

izquierdo sigue disminuyendo significativamente (P<0.05). (Cuadro 7).

55
£ s
3
3 45 —
g )
o 4 —  mTesticulo derecho
g Testiculo izquierdo
:5 35 -

. =

Semana3 Semana9 Semanal0 Semanall Semanal2

Semanas de experimentacion

Gréfica 2. Efecto progresivo del didmetro testicular izquierdo y derecho (media de valores
de todos los cerdos inmunocastrados)

Semanas Testiculo derecho Testiculo 1zquierdo
39 0.0000 0.0000
9-10 0.1644 0.2295
10-11 0.0000 0.0000
11-12 0.1808 0.0000

Cuadro 7. Diferencias significativas en tamafio testicular entre las
semanas de experimentacion (valores de P)

Efecto en espermatogénesis

La espermatogénesis en la semana 3 (animales A, 1y 2) no se encuentra completamente
desarrollada ya que la presencia de espermétidas en los tdbulos seminiferos es escasa

volviéndose nula en los animales inmunocastrados (no hay valores de 6 o mas). En las
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semanas posteriores la espermatogénesis es variable tanto en animales control como
inmunocastrados; con valores mayores a 7 en animales control y presencia de algunos 6 en
inmunocastrados. (Cuadro 8a y 8b) (Anexo 1ll). Sin embargo, la comparaciéon entre
animales control e inmunocastrados respecto a grado de espermatogénesis no presenta

diferencia estadistica significativa (P=0.817).

Animal Media Desv est Max Min
A 5.03 0.85 7 4
B 9.33 0.71 10 8
C 9.5 0.82 10 7
D 9.07 0.98 10 7
E 8.9 1.03 10 7

Cuadro 8a. Indice de espermatdgenesis en animales control

Animal Media Desv est Max Min
1 3.57 0.63 5 3
2 34 0.5 4 3
3 9.5 0.82 10 7
4 8.97 1.3 10 6
5 9.5 0.9 10 7
6 9.37 1 10 7
7 8 1.07 10 7
8 9.6 0.86 10 6
9 9.5 0.9 10 7
10 9.3 1.29 10 6

Cuadro 8b. Indice de espermatégenesis en animal es inmunocastrados
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DISCUSION

Hasta donde se tiene conocimiento, no existen estudios que hayan evaluado € efecto de la
inmunocastracion en la morfologia testicular y del epididimo a diferentes periodos desde la
primera dosis de aplicacion hasta la muerte en condiciones naturales de una granja'y con €
disefio experimental adaptado a su calendario de vacunacion anti-GnRH.

Estudios basados en niveles hormonales y de anticuerpos hallaron que después de la
primera dosis no existe alteracion evidente en los animales inmunocastrados (hay presencia

34,35,36 sin

de anticuerpos pero e tamario testicular y los niveles de hormonas no se afectan);
embargo, en este estudio se observo que e parénquima testicular presenta evidencias de
muerte y dano celular tales como vacuolizacion, picnosis y descamacion; asi mismo €l
epididimo presenta dafio epitelial, probablemente como producto de la ausencia de
testosterona® Un estudio reaizado en ratas menciona que ante la ausencia de GnRH
aumenta la apoptosis de las células germinales solamente,*® pero en el presente estudio se
observo tanto en las células germinales como intersticiales. Ademas, los animales
inmunocastrados no muestran espermatidas como €l animal control; sin embargo, ya que
cada individuo puede presentar la pubertad a diferentes intervalos,* no puede asegurarse
gue es un efecto de lainmunocastracion.

Posterior a la segunda dosis, los cambios morfol 6gicos se vuelven mas evidentes desde la
primer semana siguiente pues los controles demuestran la existencia de la espermatogénesis
debido a la presencia de espermatozoides en epididimo; sin embargo los animales

inmunocastrados muestran alteraciones tales como |la disminuciodn consecutiva en € tamano

de las células intersticiales, disminuciéon de células en la linea germinal, principalmente
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espermatidas y espermatozoides, hasta la ausencia de espermatozoides en epididimo a
partir de la semana 9 del periodo de experimentacion. Dichas alteraciones varian entre cada
animal pero para la ultima semana los dafios son similares, coincidiendo con otros estudios
que reportan hallazgos después de la muerte. 3347

Estos cambios podrian explicar los resultados de un estudio realizado en animales
inmunocastrados con dos dosis a las ocho y cuatro semanas antes de la muerte, donde se
observé disminucion de nivel de testosterona y tamafio testicular dos semanas después de
lasegunda dosis.*

Ademés, se ha visto que los niveles de ICSH (LH) y testosterona disminuyen
significativamente producto de la inmunizacién; sin embargo, en la especie porcina
solamente, los niveles de FSH no se afectan y aunque aln se desconoce la causa, se alude
que quiza exista un componente independiente de FSH a la GnRH en los cerdos.*#
Probablemente por esta razén las principales ateraciones morfolégicas se presentaron en
las célulasintersticiales, en los estados tardios de las células germinales y epididimo.®

Se han realizado investigaciones en otras especies sobre el efecto de lainmunocastracion en
la morfologia testicular, los cuales exponen hallazgos similares a este estudio. Por gjemplo,
en ratas se observa disminucion de células germinales y peso testicular™ y en borregos
también se ha visto disminucién de células germinales asi como ausencia de
espermatozoides en epididimo y alteracion en la espermatogénesis.™

Ya que la recta de minimos cuadrados da una vista mas genera de datos provenientes de
una muestra pequefia que se encuentran ampliamente dispersos™ se puede ver que e
nimero de células intersticiales en los animales control va aumentando contrario a los
animales inmunocastrados (Gréfica 1a). Asi mismo, la correlacion de nimero de células

intersticiales con didmetro y peso testicular es negativa, esto es, mientras € nimero de
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células disminuye el tamano testicular aumenta (Cuadro 6). Considerando que todas las
células testiculares aumentan en numero pero la densidad del volumen de los tubulos
seminiferos respecto a volumen total testicular se incrementa del 40% a 90%; mientras
que € tgjido intersticial pasa del 60% a 10% en los cerdos machos al llegar a la pubertad
entre los cuatro y cinco meses de edad (17-22 semanas),>® se considera que no hay efecto
significativo en e numero de células intersticiales coincidiendo con los resultados
obtenidos por Wagner et al., 2004.% Asi, el incremento en el peso y didmetro testicular en
los animal es inmunocastrados no se ve afectado, pues esta directamente relacionado con la
produccién espermética diaria de un macho adulto.® Pero debido a las ateraciones
morfoldgicas, la velocidad de incremento es menor; por lo cual se demuestra un efecto
significativo de la vacuna anti-GnRH, coincidiendo con otros estudios que han evaluado
dicha caracteristica pero que no es determinante como ausencia de olor sexual porque
algunos animales pueden presentar testiculos peguefios con niveles altos de androstenona y
viceversa. 34, 36, 55, 56, 57

Analizando el efecto progresivo en didmetro testicular durante el periodo en animales
inmunocastrados se puede ver gque existe un marcado aumento entre la semana 3y la 9
(Gréfica 2), los cambios morfolégicos muestran que en este lapso los animales estan
entrando a la pubertad,’? e efecto no es significativo entre lasemana 9y 10, mientras que a
la semana 11 disminuye €l tamafio y a finalizar el efecto varia entre testiculo izquierdo y
derecho por razones desconocidas a pesar que se ha estudiado que no existen diferencias
entre ambos testiculos™® (Cuadro 7). Asi, los cambios morfol 6gicos son consecutivos desde
la segunda dosis ala muerte y no marcan un efecto significativo de lasemana 10 alall, lo
cual seria un motivo més para determinar que el tamafio testicular no puede correlacionarse

con la ausencia de olor sexual. Por otro lado, en este estudio no se midieron niveles
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hormonales ni de androstenona y/o escatol por 1o que simplemente se describe 1o que
sucede a nivel morfolégico y no si efectivamente hay ausencia de olor sexual.

El aumento de tamafio de células intersticiales en los cerdos durante la pubertad conlleva
una gran cantidad de receptores a ICSH,> por |o tanto, su disminucién en tamafio sugiere
una gran pérdida de estos receptores o que permite un lapso amplio antes de su reaccién
ante la presencia de ICSH.®® Asi, como las células intersticiales no se ven afectadas en
nimero, la espermatogénesis tampoco muestra efecto significativo por la vacuna anti-
GnRH, a pesar que los animales inmunocastrados llegan a presentar algunos indices mas
bajos que los controles; 1o anterior prueba la posible reversibilidad funciona de los
testicul os reportada 22 semanas después de la segunda dosis. % *

Por otro lado, a pesar que la vacuna es recomendada con 4 a 5 semanas de diferencia entre

la primera y segunda dosis, € estudio demostré que la vacuna tiene efecto aunque este

periodo se incremente por diversas situaciones que pueda atravesar una granja.
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CONCLUSIONES

Los resultados en este estudio mostraron que la vacuna anti-GnRH afecta
morfol 6gicamente |os testiculos desde la primera dosis de aplicacion pues hay evidencia de
muerte celular; sin embargo, las alteraciones son més evidentes después de la segunda dosis
de aplicacion presentando ademés disminucion del volumen de células intersticiales por la
ausencia de ICSH evidenciado por las ateraciones en epididimo, incluso si el tiempo entre
la primeray segunda dosis es mayor a recomendado por el fabricante. Asi mismo, e peso
y tamafio testicular se ve alterado, pero no por el nimero de células intersticiales sino por
su morfologiay por los cambios en el epitelio germinal, pero ya que las observaciones son
variables en cada animal, estas caracteristicas no son determinantes para comprobar la
accion de la inmunocastracion. Por otro lado, la existencia de la espermatogénesis hasta €

final del periodo de experimentacion demostro |a posible reversibilidad funcional testicular.
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ANEXOS

Anexo |

Método para la cuenta de célulasintersticiales



La cuenta celular se realizdO mediante un objetivo 40X con reticula milimétrica como se
muestra en la Figura 2. Se eligieron 12 campos a azar de una muestra testicular de cada
cerdo y se registro € numero de nucleos de células intersticiales de cada cuadro de la
reticula (25 cuadros). Posteriormente, se obtuvo la sumatotal de cada campoy asu vez la
de todos los campos. Dicho resultado fue dividido entre 12 para obtener e promedio de

nimero de células por mmZ.

Figura 2. La cuentacelular se realiz6 mediante una reticula micrométricaen 12 campos a azar
de una muestra testicular; considerando los nucleos celulares dentro de cada cuadro y aquellos
gue se sobrepusieran en lalineaizquierday debajo de dicho cuadro.
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Anexo |
Datos obtenidos de la cuenta de células intersticiales, peso y diametro
testicular
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Animalesdela semana 3 del periodo de experimentacion
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Animalesdela semana 11 del periodo de experimentacion
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Animales dela semana 12 del periodo de experimentacion
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| # Céd Diam Test 1 Peso Test (g) Diam Test 2
Animal| Interst/ (cm) (cm)

mm? Der | lzq | Der | lzq | Der 1zq
A 46 385 | 416 | 46 49 3.56 3.75
B 68 6.89 | 675 | 229 | 255 6.19 6.31
C 57 5.99 65 | 225 | 242 5.91 6.1
D 32 6.19 65 | 228 | 285 5.98 6.11
E 70 554 | 544 | 174 | 172 5.44 5.18
1 66 339 | 375 | 22 15 3.04 3.08
2 75 343 | 3.36 19 21 2.69 2.44
3 51 432 | 471 79 90 4.25 4.5
4 43 4.7 498 | 116 | 120 4.46 4.69
5 26 505 | 565 | 122 | 133 4.97 4.88
6 38 435 | 448 | 110 | 122 4.39 4.65
7 26 425 | 414 | 89 91 4.17 4.19
8 29 4.6 468 | 105 | 101 4.51 4.47
9 22 4.56 4.9 120 | 149 4.55 4.68
10 30 465 | 503 | 91 104 4.5 4.63

* L os nimeros en rojo fueron los testicul os que se tomaron para la cuenta celular.
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Anexo I 11

Datos obtenidos por € método de Johnsen
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