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RESUMEN.

El uso de la hormona liberadora de gonadotropina a través de sus analogos en la
inmunocastracion reversible de mamiferos brinda grandes posibilidades de éxito en
el control de la fertilidad en animales domésticos. En este trabajo se evalué el efecto
bioldgico, como inmundgeno, de un preparado vacunal péptido sintético analogo del
GnRH con toxoide diftérico, sobre estructura y funcién en los 6rganos reproductores
de perros mestizos. La investigacion se desarrollo6 de Enero de 2014 al mes de Julio
de 2014. Se emplearon 20 perros en edades reproductivas y un peso entre 15-35 Kg.
La muestra se distribuyd de forma aleatoria en cinco tratamientos de cuatro animales
cada uno. El primer tratamiento se dejo como control y el tratamiento dos y cuatro se
emplearon dosis de uno y dos mililitros respectivamente en una aplicacion, los
tratamientos tres y cinco recibieron dosis de uno y dos mililitros con refuerzo a las
cuatro semanas respectivamente; aplicadas via subcutdnea en todos los
tratamientos. Se realizaron cinco mediciones testiculares y dos mediciones de
testosterona pre y post vacunacion. El péptido sintético analogo del GnRH con
toxoide diftérico produjo cambios significativos en la estructura y funcion testicular,
evidenciando los mejores efectos en la disminucion testicular y sus niveles séricos de
testosterona en el tratamiento cinco, debido probablemente a la capacidad
neutralizante de los anticuerpos anti-GnRH sobre la GhRH enddgena, de igual forma

teniendo efecto en la conducta sexual.
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1. INTRODUCCION.

Los caninos desde tiempo remotos han estado junto al hombre, que los adquirié con
fines de caza, rastreo y hoy en dia de compaifia; sin embargo esta realidad no se
aplica a todos los casos, la tenencia irresponsable de una mascota ha propiciado el
incremento de canes sin duefios, obligados a deambular por las calles sin un control
y cuido necesarios que garanticen su salud y las de las personas. En El Salvador
esta situacion no es extrafia, actualmente segun la unidad de salud ambiental, area
de zoonosis del Ministerio de Salud (MINSAL, 2013b) el pais cuenta
aproximadamente con 1 156,961 caninos a nivel nacional; cifra alarmante si
tomamos en cuenta el territorio salvadorefio. El impacto de la creciente poblacién
canina, tiene su importancia en ser el principal transmisor de la enfermedad de la
rabia a las personas, contandose con 70 casos confirmados de rabia en caninos,
entre el 2008 al 2013 (MINSAL, 2013a). Aunque existen programas de vacunacion
antirrdbica, para prevenir esta enfermedad (Orellana, 2013), los altos indices
poblacionales de perros dificultan el sostenimiento de estos programas, debido a la
subestimacion de la poblacion real de canes y su crecimiento exponencial, cuya
vacunacion no es posible, incrementando el riesgo de transmision de enfermedades
(Serrano et al, 2010).

Las agresiones que sufren las personas por canes domésticos, forman parte de la
problematica, solo para el 2013, se contabilizan 12,407 casos de agresiones de
perros a personas, generando un impacto psicoldgico, social, y econémico. (MINSAL,
2013a).

La generacion de nuevas y novedosas alternativas para el control de las poblaciones
caninas, son las que actualmente podrian aportar mejores resultados a la
problematica; ejemplo de ello es la inmunocastracion, que es una biotecnologia que
bloquea la secrecion de hormonas sexuales en mamiferos, por medio de anticuerpos
neutralizante a las gonadotropinas; el objetivo principal a través del uso del péptido
sintético, conjugado de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), con toxoide



diftérico en caninos machos, es evaluar la eficacia como método contraceptivo para

el control reproductivo de esta especie.

Esta vacuna, propone de forma prospectiva facilitar el control de la reproduccion y
modificar el comportamiento de los caninos machos, haciéndolos menos agresivos.
El efecto de la vacuna esperado en el organismo, especificamente en la fisiologia de
la reproduccion, es la supresion inmunolégica temporal de GnRH y la disminucion de
los niveles plasmaticos de testosterona; siendo ésta la que ejerce un efecto de rebote
negativo sobre la hipdfisis anterior o sobre el hipotalamo. Controlando de esta
manera los procesos reproductivos, asi como el comportamiento asociado a la
monta, agresion y de marcacion de territorio mediante miccion (Intervet, 1999:130).

La importancia de una castraciéon inmunoldgica, como se conoce esta biotecnologia,
supone tener mejores resultados en el control de sobrepoblaciones caninas, en
comparacién a una esterilizacion quirdrgica; por lo tanto tener un mayor beneficio en
el control de la poblacion de perros vagabundos (Innpulso, 2011). Sdenz dice que su
aplicacion podria alcanzar una reduccion significativa de la poblacién de los canes

callejeros al cabo de tres afios (Innpulso, 2011).

La escasa o nula busqueda de nuevas alternativas para el control de las poblaciones
caninas, asi como acceso tecnologico para el desarrollo de investigacion, son
limitantes en el area de control de la reproduccién de poblaciones en mamiferos. El
desarrollo de la presente investigacion, pretende contribuir a formar el conocimiento
cientifico necesario, para la generacién de nuevas alternativas, en el control de las
poblaciones caninas. La castracion inmunolégica a través de la utilizacién del
conjugado péptido de GnRH recombinado con un toxoide diftérico, pudiera brindar
grandes posibilidades de éxito en el control de la fertilidad y en consecuencia la
disminuciébn en estas poblaciones, asi como agresiones y exposiciones a
enfermedades principalmente zoonoticas. Permitiendo una mejor cobertura de
programas de prevencion como la rabia, preservando de esta manera la salud de las

personas a través de la salud animal.



2. MARCO TEORICO.
2.1 Situacion de la poblacién canina en el mundo y en El Salvador.

El perro ha sido un compariero util al hombre desde la edad mas remota y a la fecha
se han creado y mejorado las diversas razas, las cuales han sido adaptadas a las
necesidades y gustos del hombre. Esta cercania ha permitido una diversificacion en
las tareas que se les ha asignado a los perros. Sin embargo, y a pesar de la aparente
relacion entre el hombre y las diversas razas de perros, no es raro encontrar
cachorros o perros adultos que son abandonados en la via publica cuando no se
tiene la capacidad o facilidades para poder atenderlos. Esto ha provocado que la
reproduccion de estos perros no domiciliados se encuentre fuera de control. De la
misma forma, las enfermedades a las que estan expuestas y de las cuales pueden
ser portadores o vectores hacia los humanos significando un foco importante de
enfermedades que representa un problema de salud publica. (Burchard Seforet,
2005).

2.1.1 Impacto de poblacion canina en el Mundo.

En la actualidad el 90 % de los humanos viven en ciudades, las viviendas en general
poseen patios de pequefio tamafo. Esto impulsa a los perros, que son exploradores,
a deambular por las calles de la ciudad, puesto que no pueden estar confinados a tan
pequefios espacios. Esto ha dado origen a un importante nimero de perros que
deambulan libremente por las vias publicas de las ciudades. Situacién que es
favorecida por la cultura de sus habitantes que permiten estos “paseos” sin

supervision (Burchard Sefioret, 2005).

En Estados Unidos se calcula que nacen anualmente el equivalente al 29 % de la
poblacion canina estimada, en Chile y Peru esta tasa es del 21 % (Burchard Sefioret,
2005).

Este libre deambular tiene consecuencias indeseables en el ambiente urbano:

= Defecaciones en las vias publicas (calculado = 136 grs/perro/dia promedio) lo que
provoca malos olores, atraccion de moscas, accidentes al resbalar y aspecto sucio

de las calles y parques. en Paris, Francia, se estima que los perros producen 25



toneladas diarias de excremento (Burchard Seforet, 2005). Estos datos manifiestan
altas probabilidades de transmision de huevecillos de parasitos como Ascaridos al
ser humano a través del material fecal producido por los perros que deambulan sin

control en la calle.

» Diseminacion de basuras, al romper bolsas y volcar recipientes para alimentarse,
lo que ensucia la ciudad, atrae moscas, roedores y genera malos olores
(BurchardSefioret, 2005).

= Agresién a transeuntes, generadas principalmente al ingresar a los territorios que
los perros de libre deambular han definido como suyos. Las mordeduras de perro
constituyen un importante problema de salud publica, en 1996, en EE.UU., la
incidencia estimada de mordeduras de perro fue de 18/1,000 habitantes. La
incidencia estimada de mordeduras que requieren atencion médica fue de 3/1,000
habitantes. Las investigaciones indican que el 70-76 % de las mordeduras son
causadas por machos no castrados. El 43,8 % de las mordeduras ocurren en las
cercanias de la vivienda de su duefio, otro 35 % de ellas ocurren en el interior de la
vivienda (Burchard Seforet, 2005). Esto de alguna manera implica un mayor riesgo
en transmision de rabia por medio de mordeduras; estos perros no reciben un plan
de vacunas adecuado y se vuelven potencialmente transmisores.En el 2004 las

causas informadas de no observacién de los perros mordedores fueron:

Perro callejero (47 %)

Domicilio inexistente (17,9 %)
Domicilio sin moradores (16,5 %)
Domicilio falso (7,3 %)

No abren puerta (3,3 %)

No se permite observacion (3,3 %)

Se di6 muerte al perro (2,0 %)

El perro mordio en otra ciudad (2,0 %)

NS N N N N N ST NN

El perro muere atropellado en el periodo de observacion (0,7 %).



El 90 % de las lesiones por mordedura de perro son leves, un 10 % restante son
graves y requieren sutura, y del 1 al 5 % de las mordeduras requiere hospitalizacion
(Burchard Sefioret, 2005).

= Accidentes de transito, ocurridos cuando los perros cruzan las calzadas en forma
repentina, algunos de los cuales han tenido resultados fatales para los humanos. En
1996, en Gran Bretafia, el costo directo por accidentes de transito producidos por
perros callejeros fue de 18 millones de libras esterlinas (Burchard Seforet, 2005).

* Produccion de ruidos molestos, los que se presentan generalmente de noche

debido a los ladridos o aullidos de los perros (Burchard Seforet, 2005).

» Transmisién de enfermedades, algunas de especial gravedad como la hidatidosis,
rabia, toxocariasis (Sindrome de larva migrante visceral) y dermatomicosis (tifia). En
Gran Bretafia se examind 800 muestras de suelo de 10 parques encontrandose
huevos de toxocara en el 24,4 % de ellas. Demostrando un papel muy importante en
la transmisién de parasitos como el Toxocara canis a través de excretas de los

parques (Burchard Sefioret, 2005).

Es necesario mantener bajo control y vigilancia a los canidos no domiciliados, entre
otras cosas para evitar que deambulen por la via publica o por el campo, debido al
alto potencial de ser fuente de agresiones o infecciones hacia el humano o producirle
lesiones, las cuales en ocasiones son de consecuencias graves, asi como afecta la

economia.
2.1.2 Clasificacion de perros vagabundos.

= Perros que aparentemente tienen duefio y les permite deambular libremente por la
calle, o perros que tuvieron alguna vez duefio y se perdieron o fueron abandonados
por ya no ser deseados (Serrano et al, 2010) o de otra manera llamados perros
errantes (OIE, 2010). Dentro de las razones para ello estan los problemas de
comportamiento, agresiones hacia los humanos u otros animales, caracteristicas
fisicas del animal que lo hace dificil de manejar, o incluso otras como la salud del

propietario o el simple cambio de domicilio. En todos los casos, son perros que


http://web.oie.int/esp/normes/mcode/es_chapitre_1.7.7.pdf

deambulan sin control por las ciudades, reproduciéndose y pudiendo ocasionar
accidentes viales; son animales que estan o no vacunados contra enfermedades

como la rabia (Serrano et al, 2010).

» Perros sin duefio especifico que no son domiciliados o muy bien llamados perros
de la “cuadra”. Estos perros presentan diferentes grados de agresividad y se
reproducen sin control y por lo general, no estan vacunados contra la rabia (Serrano
et al, 2010). Todos estos animales tienen diferentes grados de interaccién con el
humano, pueden o no permitir el manejo y presentan diferentes grados de
agresividad.

= Perros ferales (Serrano et al, 2010) o asilvestrados (OIE, 2010) que habitan en
zonas suburbanas. Generalmente provienen de padres ferales, que no son sociables
con el hombre, su reproduccion es libre y sin control, no estan vacunados contra la
rabia, se agrupan en manadas siendo frecuentemente agresivos con perros de otras

jaurias (Serrano et al, 2010).

Aungque se dice que los perros se reproducen y alimentan sin la intervencion del
hombre, también es cierto que estos animales se pueden alimentar de basura, o de
animales silvestres y domésticos que cazan, de fruta y ocasionalmente de carrofia
(Serrano et al, 2010).

La agresion de perros hacia los humanos es un problema de gran relevancia sobre
todo por su impacto desde el punto de vista de salud publica. Se ha visto que las
principales causas que generan la agresién son el miedo a personas desconocidas,
socializacion inadecuada, dolor, aprendizaje, entrenamiento, proteccion territorial e

instintos materno (Serrano et al, 2010).

No es poco frecuente que los duefios de perros lleguen a ser atacados por sus
mascotas, ya sea durante el juego o tratando de separarlos durante una pelea. Los
perros que presentan conductas agresivas hacia los miembros de una familia, asi
como a personas conocidas, son la principal razén por la que un perro es desechado

por su duefio (Serrano et al, 2010).


http://web.oie.int/esp/normes/mcode/es_chapitre_1.7.7.pdf

Esto se debe a que los lesionados que requieren atencion hospitalaria son quienes
reportan la agresion a las autoridades, los demas prefieren atenderse en casa, con el
meédico familiar; los que fueron atacados por su propio perro, normalmente no
desean informarlo. Los nifios son las victimas mas frecuentes de agresiones
(Serrano et al, 2010).

La elaboracién de estrategias de control de los perros no domiciliados y ferales
requiere del conocimiento de su distribucién, sus patrones de comportamiento y de
metodologias combinadas para lograr el control con éxito. La poblacidén de perros en
Norteamérica y Europa esta calculada aproximadamente entre el 9 y 14% de la
poblacién humana en la zona; en Asia, Africa y Latinoamérica es del 12.5% (Serrano
et al, 2010).

La eliminacion de perros permite mejorar la expectativa de vida de los sobrevivientes
porque tienen mejor acceso a los recursos y hay menos competencia entre ellos. En
consecuencia, se mejora la tasa de reproduccion lo que trae como resultado que la
poblacién recupere rapidamente el numero de individuos inicialmente existentes
(Burchard Seiioret, 2005).

2.1.3 Enfermedades zoonéticas transmitidas por perros.

Las enfermedades zoondticas son a menudo la causa primaria de la preocupacion
relacionada con los perros callejeros, particularmente para los gobiernos locales y
centrales que tiene una responsabilidad con la salud publica. Una de las mas
importantes es la rabia, enfermedad fatal y los perros son el transmisor mas comun
para los humanos, el control de la rabia es frecuentemente motivo de fuerza mayor
para el manejo de poblaciones caninas. Varios temas deben ser tenidos en cuenta al

explorar este factor:

a. No se le debe restar importancia al control zoonético ante sectores pertinentes,
como oficiales de salud publica. Es importante explorar juntos las maneras en las
que se pueda lograr eficazmente el control zoondtico, al mismo tiempo que se

permanece neutral o incluso positivo hacia el bienestar animal.



b. La zoonosis es una preocupacion para el publico general y las personas pueden a
veces comportarse cruelmente con los perros por miedo a enfermedades zoonéticas
como la rabia. El hecho de controlar la zoonosis y proveer evidencia tangible de
dicho control (por ejemplo poniendo collares rojos para indicar la reciente
vacunacion) al publico puede ayudar a incrementar la confianza y reducir el

comportamiento agresivo hacia estos animales.

c. En algunas situaciones puede ser aconsejable introducir primero controles
zoonoGticos mejorados para restaurar la confianza publica y entonces continuar con
otros elementos de manejo de poblaciones de perros como la esterilizacibn o un
mejor cuidado meédico; sin embargo, un programa apropiado de manejo de

poblaciones que incluya control zoonético simultdneo es la opcion ideal (ARC et al. s.

).

Los perros son el principal reservorio de la enfermedad zoondética visceral
denominada Leishmaniasis (Leishmaniadonovani), un importante problema de salud
publica en América tropical. EI Toxocaracanis, un ascéarido presente en el intestino
delgado de los perros, es el principal causante en el humano del sindrome

denominado Larva Migrans Visceral y toxocarosis ocular (Serrano et al, 2010).

El perro es considerado la segunda fuente de infecciébn hacia el humano de la
Leptospirosis principalmente por Leptospira interrogans serotipos canicola e
icteronemorragica. Ademas de éstas se menciona que puede participar en la
transmision de hidatidosis (Echinococus granulosus, E. multilocularis, E. oligarthus,
E. vogeli), sarna zoondtica (Sarcoptes scabei variedad canis), brucelosis (Brucella

canis), dermatofitosis (Microsporum canis), entre otras (Serrano et al, 2010).

2.1.4 Situacion de la poblacién canina en El Salvador.

En El Salvador, la situacién sobre la poblacién canina permite la diseminacion de
diferentes enfermedades de tipo infectocontagiosas, siendo la mas importante por su

caracter letal, la rabia. Segun la unidad de salud ambiental, area de zoonosis



(MINSAL, 2013b) se reporta actualmente una poblacion total estimada a nivel
nacional de 1 156,961 caninos. La poblacion canina total estimada en San Salvador a
la fecha es de 305,563 segun la relacion perro/ habitante de 1:6,7 para el area
urbanay de 1:3,3 para el area rural (ver cuadro 1). A nivel nacional se conté con una
poblacion de habitantes de 5,744,113 de acuerdo al ultimo censo en el afio 2007
elaborado por la Direccion General de Estadisticas y Censos (DIGESTYC, 2013a).
Para el 2013 se tiene una proyeccion de poblacion de habitantes de 1,740,784 para
San Salvador, al relacionarlo con la poblacién canina del mismo departamento que
cuenta con 305,563 para 2013 (DIGESTYC, 2013b), esta representa un 17.55% en

relacion a la poblacién humana.

Cuadro 1. Poblacién canina estimada en El Salvador (perro /habitante).

REGION AREA URBANA AREA RURAL
(perro: habitante)
Oriental 1:4,6 1:3,1
Paracentral 1:4,7 1:3
Metropolitana 1:6,7 1:3,3
Central 1:6,3 1:4,4
Occidental 1:5,6 1:3,8

Fuente: Direccion General de Estadistica y Censos (DYGESTIC). MINSAL, 2013b.

Actualmente en El Salvador al igual que otros paises realizan programas enfocados
al control de la rabia como principal enfermedad zoonoética en la cual el perro es el
91% (Radostits, et al. 2002) responsable de la transmision hacia las personas. Solo
para el departamento de San Salvador se utilizan 305,563 dosis de vacuna
antirrabica, a un costo de 0.60 centavos por dosis para el afio 2013 (Orellana, 2013).
Esto es relevante debido al alto costo que supone al programa nacional de
vacunacion antirrdbica para canes y felinos. Los altos indices poblacionales de
perro/habitante dificultan sostenimiento de un programa de esta enfermedad debido
a la subestimacion de la poblacion real de canes y su crecimiento exponencial, ya
gue segun la OMS es necesario cubrir un 80% (Radostits, et al. 2002) de la

poblacién canina de un determinado lugar para la prevencién de la enfermedad.
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Debido a la naturaleza letal del virus de la rabia es importante el control de la
enfermedad. Sin embargo en los ultimos 5 afios se han reportado 70 casos de rabia
confirmados en caninos (ver Anexo Al), convirtiéndose este la principal especie de
transmision hacia el humano. A pesar que no se reportan casos en humanos desde
el 2009, la importancia de la enfermedad radica en su presencia en animales de
relacion cotidiana con el humano. La OMS recomienda la remocién (captura) de
perros callejeros como una forma de educar a la comunidad sobre la tenencia
responsable de estos animales (Burchard Seforet, 2005).Ante tal situacion se hace
necesaria la implementacion de programas y nuevas alternativas para el control de la

poblacion canina en El Salvador.

Para el afio 2013 se contabilizaron 12,407 casos de agresiones de perros a personas
(ver cuadro 2). De los cuales no se conocen que porcentaje han requerido atencion
meédica por lesiones de mordeduras leves, graves y de urgencia, ademas el costo

econdmico y psicologico de las personas afectadas.

Cuadro 2. Numero de personas agredidas por animal transmisor de rabia, afios 2008
a 2013, El Salvador.

Anos Personas agredidas
2008 36,884
2009 33,657
2010 29,746
2011 26,606
2012 28,232
2013* 12,407

*Hasta semana epidemioldgica 26.

Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (VIGEPES). MINSAL, 2013a.
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2.2 Fisiologia de la reproduccién en el perro.

En los mamiferos el aparato reproductor del macho esta regulado por intrincados
sistemas de retroalimentacion en el que participan el hipotdlamo, el I6bulo anterior de
la hipofisis y los testiculos.

2.2.1 El eje hipotalamo-hipofisario.

Este complejo proceso inicia cuando el hipotdlamo sintetiza y secreta de forma
pulsatil el decapéptido gonadoliberina GnRH (Hormona liberadora de gonadotropina),
que actlia sobre las células gonadotrdpicas de la adenohipéfisis. Estas, estimuladas
por la GnRH, sintetizan y secretan dos gonadotropinas: Folitropina FSH (Hormona
foliculoestimulante) y Lutropina LH (Hormona luteinizante). Ambas son unas
glucoproteinas heterodimeras formadas por dos péptidos unidos mediante enlaces

no covalentes (Cunningham, 2003:425).

La liberacion de la FSH, LH o ambas, depende de los patrones pulsétiles de
secrecion de la GnRH. Pulsos irregulares y de pequefia amplitud resultan en la
liberacién de FSH mientras que pulsos de alta frecuencia inducen la liberacién de LH
(Cunningham, 2003:425), variando los niveles durante el dia, y en algunas especies

se produce de forma estacional (Intervet, 1999:130).

La LH también conocida como hormona estimulante de las células intersticiales
(HEClhmantiene la produccion de androgenos (testosterona y dihidrotestosterona)
(Ptaszynska, 2007), esta hormona se dirige hacia dentro de los testiculos, donde se
une a los receptores de membrana de las células de Leydig y estimula en ellos la
conversion del colesterol en testosterona(ver figura 1).Mientras que la FSH trabaja en
combinacion con la testosterona estimulando las células de Sertoli de los tubulos
seminiferos (Ptaszynska, 2007), para la espermatogénesis (Hill et al. 2006).

Una vez sintetizados los andrdgenos se difunden a sangre y a linfa, donde se unen a
las proteinas transportadoras de andrégenos, que se producen en las células de
Sertoli (Cunningham, 2003:425). Las células de Sertoli producen inhibina que ejerce
un efecto de retroalimentacion negativa sobre la hipofisis anterior y el hipotalamo

inhibiendo la secrecién de FSH (Hill et al. 2006:516).
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Retroalimentacion
negativa de la inhibina
sobre la adenohipdfisis

Retroalimentacién
negativa por
testosterona y FSH hacia las células
estrégenos de Sertoli de los
tubulos seminiferos

LH hacia las
células de Leydig
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—

Retroalimentacion
positiva de la
testosterona sobre las
glandulas sexuales
accesorias

Compartimento intersticial | Tubulo seminifero

Barrera hematotesticular

Figura 1.Fisiologia de la reproduccion en canino macho.

Fuente: Fisiologia veterinaria: Fisiologia reproductora del macho, (Cunningham,
2003).

Las proteinas transportadoras de andrégenos potencian la acumulacion de altas
concentraciones de los andrégenos testosterona y dihidrotestosterona, dentro de los
tubulos seminiferos y en el intersticio de los testiculos. Hill et al. (2006) y Ptaszynska
(2007) afirman que la testosterona es necesaria para la mitosis y la meiosis de la
espermatogénesis, de igual forma para el desarrollo de la conducta sexual y para

mantener las caracteristicas y la funcion sexuales secundarias en el perro,
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incluyendo la libido. En combinacion con la FSH, estimula las células de Sertoli para

que sustenten y regulen la espermatogénesis (Hill et al. 2006:516).

La testosterona, la dihidrotestosterona y los estrégenos, regulan la sintesis y
liberacion de LH a través de una retréalimentacion negativa ejercida a nivel del
hipotalamo o del I6bulo anterior de la hipdfisis. Debido a que tanto la FSH como la LH
son necesarias para la existencia en los testiculos de una alta concentracion de

sustancias responsables de una espermatogénesis normal (Cunningham, 2003:425).

Por tanto, puede verse que los androgenos no soOlo controlan los procesos
reproductivos sino el comportamiento asociado: la monta, la agresividad y el marcaje
territorial. Partes del cortex cerebral de la region hipotalamica también estan

implicados en la determinaciéon del comportamiento sexual (Ptaszynska, 2007).

Cuadro 3.Valores de testosterona en caninos.

Clasificacion Testosterona (ng/ml)
Perro normal 0,5- 10,0 ng/ml
Castrado <0,2 ng/ml
Criptorquido unilateral 1,0 - 5,0 ng/ml
Criptorquido bilateral 0,1-2,0 ng/ml
Tumor de células de sertoli 0,1 - 2,0 ng/ml con alza de estrogenos.

Fuente: Hormonas: Testosterona (DLV Laboratorio veterinario. s. f.), (SUIZAVET. s.
f.). Manual de medicina interna de animales pequefios: testosterona (Nelson y Couto,
2000).

2.2.2 Espermatogénesis.

La espermatogénesis comienza inducida por la FSH; Frandson y Whitten, (1984),
afirman que es poco necesaria la presencia de testosterona para complementar el
proceso, sin embargo Hill et al. (2006) manifiestan que es necesaria su combinacion

para estimular a los tubulos seminiferos. Las goonadotropinas de la hipdfisis regulan
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directamente la mitosis y meiosis de las células germinativas, e indirectamente de la

maduracion de las espermatides (Frandson y Whitten, 1984).

La espermatogénesis como tal, es un proceso largo y dirigido en el que las células
madres diploides de la base de los tubulos seminiferos (espermatogonias) se dividen
por mitosis pasando a espermatocitos primarios que se dirigen al centro del tubulo
las cuales sufren progresivas divisiones meidticas hasta diferenciarse en
espermétidas haploides desarrollando flagelo, luego tras su maduracion y paso a
través del epididimo (Frandson y Whitten, 1984)se liberan como espermatozoides
(Cunningham, 2003:423).La cantidad de luz diurna también tiene un fuerte efecto en
el funcionamiento testicular y en la temporada reproductiva debido a los efectos que
tienen en la hipdfisis (Frandson y Whitten, 1984).

La gonadotropina y la secrecion de hormonas esteroides en el perro son controlados
principalmente por mecanismos de retroalimentacion que incluyen el hipotadlamo, la
glandula pituitaria anterior, y las gdnadas. La gonadectomia es una técnica quirurgica
gue se realiza con frecuencia en la practica veterinaria como un medio fiable de
control de la poblacion, altera el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal (HPG) (Donovan,
2013).

2.2.3 Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).

Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es un decapéptido (pGlul-His2- Trp3-
Ser4-Tyr5-Gly6-Leu7-Arg8-Pro9-Gly10-NH2) sintetizada y almacenada en las
neuronas de GnRH situados en la zona basal y pre6ptica medial del hipotalamo. Ha
habido tres isoformas de GnRH reconocidos en los animales; GnRH-I mamiferos,
pollo GnRH-II, y la lamprea GnRH-IIl. Sin embargo, GnRH-I es aceptado como el
péptido principal regulador de la fertilidad. La liberacion de GnRH es controlada por
retroalimentacion de hormona esteroidea, asi como las hormonas no esteroides,
tales como la melatonina, catecolaminas, y los opiaceos. Bajo estimulaciéon neuronal,
GnRH se libera de una manera pulsatil y se mueve a través de las terminales
nerviosas en la eminencia media. Estas terminales estan en estrecha proximidad a la

cama capilar primaria del sistema porta hipofisario, lo que permite la GnRH entrar en



15

la circulacién y acceder a sus receptores en gonadotrofas en la pituitaria anterior.
GnRH tiene una alta especificidad a su receptor (GNRHR) en la pituitaria anterior, y la

regulacion GnRHR depende de la GnRH en si (Donovan, 2013).

Algunos investigadores empezaron a fraccionar extractos de las hipdfisis anteriores y
pronto observaron que no habia una sino dos hormonas que estimulaban las
gonadas presentes en los extractos de la hipofisis anterior. Estas dos hormonas
subsecuentes se llamaron conforme a sus efectos bioldgicos principales. La hormona
gue causa la ovulacion y transformacion del foliculo ovarico en cuerpo luteo se llama
hormona Luteinizante (LH). Debido a que esta hormona también estimula las células
de Leydig o a las células intersticiales del testiculo, se le llamo también hormona
estimulante de las células intersticiales (ICSH). La otra hormona hipofisaria que
estimula las gonadas se llamo6 hormona foliculoestimulante (FSH) debido a que esta

fraccion promueve el desarrollo del foliculo graafiano en el ovario (Hafez, 1984).
2.2.4 Funcion de GnRH.

Como su nombre lo indica, la funciébn de las gonadotropinas es estimular a las
gonadas. En el macho los efectos de las gonadotropinas son la secrecion de
hormona esteroide, la espermatogénesis y la sintesis de la proteina especifica
ligadora de androgeno (PLA). La LH actua sobre las células de Leydig en el testiculo
y causa la secrecion de la testosterona; esta a su vez, desempefia un papel

importante en el mantenimiento de la espermatogénesis (Hafez, 1984).

La habilidad de las gonadotropinas para estimular los diferentes procesos tales como
esteroidogénesis y gametogénesis indica que existe un sistema uUnico de accion

molecular de las gonadotropinas (Hafez, 1984).

2.3 Respuestas inmunoldégicas.

La caracteristica del sistema inmunitario tiene la capacidad de reconocer y a
continuacion responder a las sustancias extrafias, en particular a los invasores
microbianos. El sistema inmunoldgico tiene una sorprendente eficacia que no solo
tiene la capacidad de reconocer y destruir sino también de recordar a los invasores

extraios y de alguna manera al estar expuesto a este por segunda vez, el sistema
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inmunoldgico responde con mayor prontitud y eficacia (Tizard, 1998). En resumen el
antigeno debe de cumplir con las siguientes caracteristicas necesarias para
desencadenar una respuesta inmunoldgica, de las cuales la especificidad del
antigeno, capacidad de producir una respuesta inmunitaria ademas de poseer un
peso y tamafio molecular de la proteina que se alto, son vitales para el sistema
inmunolégico pueda causar una inmunoreaccion adecuada y de proteccion al

organismo Vvivo.

Una de las principales ramas del sistema inmunoldgico que actia en contra de los
invasores es la respuesta humoral, que es guiada por las proteinas denominadas
anticuerpos; esto lo pudo demostrar Pasteur a través de la vacunacién; que podria
generar inmunidad ante los agentes infecciosos; prob6 que estas proteinas podrian

ser encontradas en el suero sanguineo (Tizard, 1998).

Tizard (1998) asegura en base a experimentacion con toxina tetanica en equinos que
la cantidad de anticuerpos que se forman y la proteccion obtenida de una respuesta
inmunitaria primaria son relativamente pequefias a diferencia que al mismo equino se
le administrara una segunda dosis de la toxina, la concentracion sérica de estos
anticuerpos aumenta con rapidez y llega a valores altos y luego declinaria con
lentitud; mejorando de esta manera la respuesta inmune obtenida. Si al mismo
animal se le aplica una tercera dosis de antigeno, su respuesta inmunitaria se
caracterizara por un periodo latente mas corto, y por una respuesta de anticuerpos
que alcanza una mayor magnitud. La respuesta secundaria puede provocarse
muchos meses, 0 aun afos, después de la primera inyeccion del antigeno, aunque

su magnitud tiende a disminuir con el tiempo (Tizard, 1998).

2.4 Métodos de control de fertilidad en caninos.

Entre los principales métodos para el control de poblaciones de caninos machos en
el mundo tenemos dos grandes grupos, los métodos quirdrgicos y no quirdrgicos.
(Ver figura 2).
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Métodos de control de poblaciones de
caninos Machos

I Técnicas utilizadas I
1
Métodos quirtrgicos —‘ Métodos no quirurgicos ‘
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Figura 2. Clasificacion de métodos en el control de poblaciones de caninos machos.

Fuente: Adaptado de Métodos para el control de poblaciones caninas. Revista
Sapuvet de Salud Publica. Mufioz Rojas, et al. 2011.

2.4 .1 Métodos quirargicos.

= Orquiectomia.

Involucra la remocién quirtrgica de los testiculos. Es el mas seguro de los métodos,
ya que elimina la fuente de produccion de espermatozoides como también de las
hormonas testiculares, las cuales controlan el crecimiento de los 6rganos que
influencian la conducta sexual. Tienen dos formas de acceso: la preescrotal y la
perianal. La primera es la mas comun y presenta menores dificultades; se puede
realizar de forma abierta o cerrada, como Unica diferencia que la tunica vaginal es

diseccionada en la forma abierta.

Es el método mas frecuentemente utilizado para controlar las poblaciones caninas,
pero tiene como desventaja sus costos, en comparacién de otros métodos, siendo

mas dificil su acceso a personas de escasos recursos.
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De cualquier manera, se deberian realizar campafias de esterilizacién canina que
busquen reducir dicha poblacién de manera masiva: durante los tres primeros afios
de la campafa se deberia esterilizar al 10 % de la poblacion estimada, pues de otra
manera ningun programa tendra éxito por debajo de dichos indices, debido a la
reproduccion geométrica de los animales. El crecimiento de la poblacién se habra
detenido o moderado luego del tercer afio de esterilizaciones masivas, pudiéndose
reducir oportuna y progresivamente la intensidad del programa, aclarandose que
para que este funcione debe realizarse de forma gratuita y con facil acceso a las
comunidades menos favorecidas (Mufioz Rojas, et al. 2011), sin mencionar los
costos econdmicos, riesgos del procedimiento anestésico y cuidados post-

operatorios.
» Vasectomia.

Comprende la seccién del conducto deferente (canal por donde salen los
espermatozoides). Generalmente se realiza en el area escrotal, pero también se
puede abordar a través de la regién abdominal como una alternativa de la técnica

convencional.

Comparada con la orquiectomia, la vasectomia es méas simple, aunque también
requiere anestesia y de los cuidados posoperatorios correspondientes. Después de
la vasectomia los perros contindan con una libido normal, asi como con las
conductas asociadas a los machos; sin embargo, son incapaces de prefiar, aunque
dado que con esta técnica no se extirpa una porcion del conducto deferente sino que
solo se secciona, existe la posibilidad remota de que se produzca recanalizacion de
este, volviendo a ser fértil un macho canino (Mufioz Rojas, et al. 2011).

2.4.2 Métodos no quirurgicos.

= Métodos anticonceptivos quimicos en machos.

Se han propuesto como una alternativa a los métodos quirdrgicos, evitando asi las
desventajas de la cirugia como costo y cuidado posoperatorio. Estos métodos
involucran la inyeccion bilateral de sustancias irritantes dentro de las colas de los

epididimos, cuya reaccién cicatricial, que se da en el tejido epididimario en el sitio de
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inyeccioén, bloquea el pasaje de espermatozoides desde el epididimo al conducto
deferente. Se pueden presentar dolor e irritacion, llegando a desarrollar areas
necroticas y Ulceras en el escroto cuando la solucion cae dentro de la cavidad

escrotal comprometiendo el bienestar animal (Muiioz Rojas, et al. 2011).

Los estudios han propuesto trabajar en el desarrollo de productos que faciliten la
esterilizacion quimica, mediante su aplicaciéon directa sobre los d&rganos
reproductivos. Ante la necesidad de un método practico con beneficio inmediato, una

opcion es este tipo de esterilizacion.
= Castracion quimica intraepididima.

Mediante la aplicacion en la cola del epididimo de diversas sustancias como el
gluconato de clorhexidina, el etanol, la formalina y el cadmio, aunque muchos de
estos requieren de dosis altas y tienen efectos colaterales severos como en el caso
del cadmio. Para estar seguros de la utilizacion de estos productos deberia tenerse
presente:

» El efecto de la esterilizacién debera perdurar durante la vida reproductiva del

Animal.

 El producto no inducira efectos colaterales indeseables que pongan en riesgo la

salud y el bienestar de los perros.

 ElI producto tendr& un costo accesible con relacibn a las condiciones

socioecondémicas del pais.

Se realizé un estudio en México, en el cual se utiliz6 metilcianoacrilato para
aplicaciéon en la cola del epididimo de los perros; arroj6 como resultados la
azoospermia en el 86,7% de los perros estudiados, por ende se concluyé que es un

método sencillo y facil para inducir esterilidad en machos (Mufioz Rojas, et al. 2011).

En México se ha disefiado un producto llamado Repcon JLDH de Cyta Laboratorios,
el cual se aplica directamente sobre la cola del epididimo de los perros machos, lo

gue trae como consecuencia la paralizacién inmediata de los espermatozoides con
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los que tiene contacto el compuesto. Se ha observado que los perros que recibieron
el producto disminuyeron progresivamente su cuenta de espermatozoides hasta
llegar a valores no compatibles con la fertilidad y algunos en corto tiempo fueron

azoospérmicos (Mufioz Rojas, et al. 2011).
= Orqguiectomia quimica.

Consiste en aplicar una inyeccion intratesticular de determinadas soluciones, como
gluconato de zinc, que produce necrosis del tejido testicular causando la no
produccion de células germinales, asi como alteracion de la produccién hormonal
sexual. Esta técnica requiere un mayor estudio con respecto a las sustancias
utilizadas, las reacciones colaterales y el tiempo de infertilidad (Muiioz Rojas, et al.
2011).

= Agonistas de GnRH.

Agonistas de la GnRH, como lo son desloredina o nafarelinaque poseen una vida
media baja, por lo que se implantan por via subcutanea liberandose de forma
sostenida logrando un doble efecto. Durante los 2 a 4 primeros dias provocan un
aumento marcado de la secrecién de FSH y LH conocido como el efecto “flareup”
gue induce una hipertestosteronemia marcada en el macho y la aparicién del celo en
las hembras. Pasado este tiempo, se produce una desensibilizacion de los
receptores que hace que las exista una verdadera esterilizacion quimica a los 15
dias en promedio (Mir y Fontaine, 2012). En el perro, los agonistas de la GnRH de
accion prolongada pueden utilizarse para indicaciones tales como posponer la
pubertad en ambos sexos, el control de la ciclicidad reproductiva, entre otras(Mufioz
Rojas, et al. 2011).

= Antagonista competitivo de GnRH.

Antagonista competitivo de los receptores de GhnRH como la acyclina, que blogquea
el celo cuando se administra durante los tres primeros dias del proestro, para
posteriormente volver a entrar en celo 20 dias después. Este medicamento aun no se

encuentra comercializado (Mir y Fontaine, 2012).
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= Analogos de GnRH.

Los analogos de la GnRH son péptidos sintéticos cuya estructura quimica se deriva
del hipotalamo decapéptido GnRH con determinadas sustituciones de aminoacidos
(Mufioz Rojas, et al. 2011).

2.5 Biotecnologias.
2.5.1 Vacunas recombinantes.

Se ha desarrollado un nuevo rango de vacunas que utilizan una tecnologia diferente
de las vacunas inactivadas o vivas atenuadas. Esta tecnologia ha sido denominada,
recombinante; y ha sido implementada por la revolucién de la ingenieria genética que
permite el intercambio de material genético entre organismos diferentes (Richard,
2004).

Las vacunas recombinantes se encuentran entre los productos mas nuevos en el
mercado emergente de biotecnologia y vacunas. El avance tecnolégico de estos
productos consiste en su capacidad para aislar y realizar el corte y empalme (o
recombinar) de genes del tamafio de fragmentos de ADN de un organismo y
transferidos u otro organismo por medio de un virus vector o un plasmido de ADN. Ya
se ha demostrado que el organismo hibrido resultante del cambio in vitro de material
genético tiene un tremendo potencial para dar ADN inmunogenético y seguro dentro
del huésped animal y, asi, representa en verdad el desarrollo de una nueva
generacion de vacunas veterinarias. Las vacunas recombinantes que se introducen
en la actualidad para la practica de animales de compafiia parecen brindar un
producto excepcional de seguridad, aunque la eficacia y duracién de la inmunidad

aun debe establecerse para cada producto (Richard, 2004).

2.5.1.1 Inmunocastracion.

El principal patron de liberacién de gonadotropinas es pulsatil y esta determinado por
la secrecion de GnRH desde el hipotdlamo. La importancia de este sistema de
reparto lo demuestra el hecho de que si la GnRH se administrara de forma continua
farmacol6gicamente el sistema puede inactivarse. Una ocupacién continia de los

receptores de GnRH en las células gonadotropinas por la GnRH administrada,
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interrumpiria la sefial intracelular para la sintesis y liberacion de gonadotropinas en el

organismo (Cunningham, 2003:378).

Segun Cunningham (2003) se puede ver alterada la liberacion pulséatil del GnRH
endogeno al aplicar de manera continua una GnRH sintética, si resaltamos este
pensamiento y lo relacionamos con los avances de las vacunas recombinantes, se
obtienen vacunas de nueva generacion que afecten el feedback reproductivo,
creando de esta manera inmunidad contra hormonas de la reproduccion como es el
GnRH en los mamiferos, obteniendo como resultado una supresion de la funcion
normal de la capacidad reproductiva de forma reversible, mientras la curva de

anticuerpo de GnRH se mantiene en el organismo por un determinado tiempo.

Lo avances en el area de la fisio-inmunologia han permitido crear vacunas con la
capacidad de generar anticuerpos contra hormonas enddgenas, en este caso en
particular el GnRH. Los resultados en avances de diferentes especies muestran el

éxito y el efecto directo de las vacunas.

* |[nmunocastracion en porcinos.

Los avances en esta area surgieron con la necesidad de controlar la poblacion de
cerdos ferales en zonas naturales en el Sur de Estados Unidos (Campbell et al,
2010). Ademas se ha comprobado la aplicabilidad de estas vacunas no solo en el
control poblacional, sino su aplicabilidad desde el punto de vista zootécnico; Pfize
rretoma esta iniciativa con su producto Improvac® y orienta este tipo de
biotecnologia para evitar un mal manejo en cuanto a estrés en los porcinos con la
castracion quirargica, para mejorar el rendimiento en canal y eliminar el olor sexual

producido en los cerdos machos (EMA, s. f.).

* Inmunocastracion en bovinos

En la especie bovina Pfizer fue pionero generando una vacuna recombinante con
especificidad a esta especie denominada Bopriva®, en un estudio realizado en 1,600
toros de engorde, por el area de Salud Animal de Pfizer en conjunto a la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM), se demostré el efecto de la vacuna de

analogo de GnRH, establecida en diferentes tratamientos, demostrando claramente
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el efecto de la vacuna de GnRH en supresién de niveles de testosterona hasta el dia
147 del estudio y disminuyo el peso testicular de los toros expuestos a la vacuna.
Caracteristicas de la carne (terneza) mejoraron en los toros vacunados con la vacuna
de GnRH (Amatayakul-Chantler et. al, 2012).

* Inmunocastracion en camélidos.

Estudios en la Universidad de Oregon en los Estados Unidos, utilizando Canin
Gonadotropin Releasing Factor Immunotherapeutic® en alpacas y llamas, se logré
demostrar el efecto significativo de la vacuna en una poblacion de 18 unidades
experimentales. Los efectos al igual que en otras especies fueron la disminucion del
volumen testicular, comportamientos pasivos, disminucion de los niveles de
testosterona y el aumento de la IgG en relacion a los anticuerpo contra el GnRH
(Donovan, et. al, 2013).

* Inmunocastracion en fauna silvestre.

Estados Unidos a través del Centro Nacional de Investigaciones en Vida Silvestre fue
una de las instituciones pioneras en la investigacion de este tipo de biotecnologias
para crear soluciones alternativas para el control de algunas especies de fauna
silvestre que se encuentran fuera de control en su reproduccién natural, de modo que
dejan de equilibrar el ecosistema y lo impactan de maneras inquietantes. GonaCon®
surgi6 como respuesta a esta problematica; abarcando una diferente gama de
especies en donde como representacion y orientacion principal tiene al venado cola
blanca (Odocoileusvirginianus); que con solo una aplicacibn de esta vacuna
contraceptiva provee inmunidad contra el GnRH hasta por 5 afios. La vacuna es
implementada para el control de ardillas, perritos de las padreras, caballos entre
otros (NWRC, 2013).

* Inmunocastracion en felinos.
Las investigaciones en esta biotecnologia con felinos han tenido resultados
importantes en la supresion del comportamiento sexuales de los gatos sometidos en

estudios. Un reciente estudio publicado por la revista Argos (2012) menciona que el
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uso de agonistas de la GnRH puede suponer la solucion al problema de control
reproductivo en los gatos. Los niveles de testosterona en el gato son inferiores,
permaneciendo basales durante al menos 390 dias. El volumen testicular disminuye
entre 3 y 4 veces y el comportamiento sexual de macho. Cabe destacar que las
espiculas penianas, cuya presencia esta ligada a la de la testosterona, no
desaparecen por completo hasta los 210 dias (Mir y Fontaine, 2012). Este mismo
resultado se logra a través de la aplicacion de vacunas contraceptivas, estudios
realizados con el uso de vacunas recombinantes a base del virus del herpesvirus
felino tipo 1(FHV-1), utilizado como vector y causar un efecto inmundgeno apropiado
contra el GnRH, lo cual provea efectos deseados (Waite, 2006).

* Inmunocastracion en caninos.

De igual forma en la especie canina se han realizado diferentes estudios, orientado a
dar nuevas alternativas en el control reproductivo de la especie; un estudios
realizado en 8 perros Beagle (Basulto, et al2003) se emple6 una vacuna
contraceptiva a base de péptido sintético de GnRHmlcombinado con toxoide
tetanico (TT), demostrd el aumento del nimero de espermatozoides patolégicos a la
determinacién por espermograma, ademas los perros inmunizados con la vacuna al
ser extraidos los testiculos y en cortes histolégicos se evidencio la disminucion del
didmetro de los tubulos seminiferos en donde se producen los espermatozoides a
diferencia de perros no inmunizados (Basulto, et al 2003). En otro estudio realizado
en la Universidad de Chile manifiestan que vacunas contraceptivas en forma de sebo
y parenteral, influyen directamente en los niveles de testosterona plasmatica por
debajo de 0.1ng/ml de absorbancia hasta el dia 75 post-inoculacion (Saenz Iturriaga,
2012).

Ademas, la liberacion ciclica por episodios (alzas periddicas) en animales normales
puede causar considerables variaciones en la concentracion basal de testosterona.
En lugar de medir niveles basales de testosterona para detectar animales
criptorquideos, se ha desarrollado una prueba denominada la prueba de respuesta a
la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) o a la gonadotropina coridnica

humana (hCG).Estas pruebas son buenos indicadores en la determinacion de
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testosterona en animales castrados, potros normales y criptorquideos. La prueba de
respuesta a GnRH es poco préactica en el equino debido al mayor costo (por la dosis
utilizada). Esta prueba es usada mas comunmente en perros (Matamoros et al.
2002).

3. JUSTIFICACION.

El perro es capaz de transmitir al hombre una amplia gama de enfermedades
infectocontagiosas y parasitarias, algunas de éstas pueden ser controladas mediante
el uso de vacunas pero otras no; por lo que es importante considerarlas. Al no
cumplir con las condiciones, compromisos y responsabilidades en la tenencia de las
mascotas, en este caso de los canes (Canis lupus familiaris), éstos quedan en el
abandono, deambulando libremente por la via publica significando para cualquier
comunidad un problema de insalubridad, no sélo porque dispersan basura y
contaminan con excretas la via publica, generando toneladas de excretas en las vias
publicas, sino porque son transmisores potenciales de enfermedades zoondticas, al
no contar con un control veterinario. Estos deambulan por las diferentes calles de
nuestro pais, dando mal aspecto y contaminando el entorno de las diferentes
comunidades, donde se desarrollan las diferentes actividades Ilaborales, sin

mencionar su efecto negativo en el turismo.

En referencia a las enfermedades infecciosas, transmisibles de animales vertebrados
al ser humano bajo condiciones naturales (zoonosis), los agentes infecciosos
involucrados incluyen: bacterias, virus, parasitos, hongos, etc. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) y Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
reconocen a 174 enfermedades zoondticas de importancia, de las cuales el perro es

capaz de transmitir 53 de estas (Salcedo, 2000).

El problema de la sobrepoblacion canina, tiene un efecto directo en la salud humana,
segun estadisticas del Ministerio de Salud (MINSAL), la poblacion canina del pais en
el afio 2,000 rondaba alrededor de 723 mil 604 perros. Se calcula que de esa cifra,
unos 108 mil son animales que viven en las vias publicas, sin que tengan un control

veterinario. San Salvador es el departamento que mas animales registré para esa
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fecha, con unos 157 mil perros. De esa cifra, mas de 23 mil son perros callejeros
(Salcedo, 2000).

La causa de la sobrepoblacion de mascotas es simple, los perros se reproducen a
una taza muy alta cuando su reproduccion no es controlada. Generalmente una
hembra canina que alcanza la madurez sexual bajo 6ptimas condiciones, puede criar
satisfactoriamente entre 4 y 6 cachorros por afio. En 6 afios una perra y sus crias,
tienen la capacidad a través de su descendencia, de producir 67,000 nuevos
cachorros (CEFUTREMA, s. f.).

La sobrepoblacion canina es preocupante, y tiene muchas consecuencias, tanto
desde el punto de vista de la salud publica, como desde el punto de vista
humanitario. Numerosos son los problemas que generan los perros abandonados y
sin hogar en las vias publicas, ejemplo de ello son los casos de agresion a hacia los
humanos. En El Salvador en el 2013 se reportaron 12,407 personas agredidas hasta
la semana epidemiolégica 25 (MINSAL, 2013a); lo que significa un costo en
tratamientos médicos de las lesiones, impacto psicolégico y en las implicaciones
laborales (Buchard Sefioret, 2005). El conocimiento de la medicina veterinaria, asi
COMO SuUS recursos y pericias, son esenciales para la salud y bienestar de los

humanos y son un componente esencial de la salud publica.

La inmunocastracidbn o castracion inmunolégica, es un método de vacunacion
destinado a bloguear la secrecion de hormonas sexuales en mamiferos, lo que
permite controlar la fertilidad, la agresividad y la produccion de hormonas sexuales,
al igual que lo hace la castracién quirargica; con algunas ventajas adicionales, entre

las que se puede mencionar que es un método reversible.

Esta investigacion propone una nueva alternativa en el control de esta poblacion, a
través de la castraciébn inmunolégica, el empleo del conjugado péptido de GnRH
(hormona liberadora de gonadotropina) recombinado con un toxoide diftérico, brinda
grandes posibilidades de éxito en el control de la fertilidad y disminucion en
poblaciones de canes, evitando que deambulen por la via publica y disminuyendo la

poblacién canina callejera, asi como agresiones y exposiciones a enfermedades
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principalmente zoondticas. De la misma forma, la investigacion pretende generar el
conocimiento cientifico necesario, para enfocar futuras investigaciones en métodos
alternativos de control de poblaciones, como lo es la inmunocastracion, y orientar
esfuerzos al uso de estas tecnologias en el largo plazo, en la poblacién canina del

pais.

La inmunocastracion, como meétodo contraceptivo en caninos, ofrece grandes
ventajas, permite eliminar la fuente de hormonas sexuales y gametos, permitiendo
controlar la reproduccion y las caracteristicas agresivas asociadas a la actividad
reproductiva. Esta vacuna bloguea el efecto de la GnRH, a través de la estimulacion

de una respuesta inmune con produccién de anticuerpos neutralizantes contra ésta.

El porqué del uso de la inmunocastracion como alternativa para el control de la
poblacion canina, se basa en ser un método no invasivo y reversible, obteniendo
mejores resultados cuando se destina para el control de sobrepoblaciones en areas
especificas; en comparacion con los métodos quirargicos tradicionales que requieren

de un cuidado post operatorio y mayores recursos econémicos.

Actualmente en el mercado salvadorefio, se encuentra a disposicibn como vacuna
inmunocastradora el producto Innosure® (péptido sintético analogo del GnRH
conjugado con toxoide de difteria), destinada para el control del olor sexual y funcion
reproductiva de cerdos machos. Debido a ser la Unica opcidén en biotecnologia para
producir una supresion inmunolégica temporal del GnRH enddgeno; la investigacion
plantea la aplicacion de esta vacuna en caninos machos. El desarrollo de la presente
investigacion, permitird el uso de nuevos mecanismos de control de poblaciones
caninas, siendo un paso muy importante desde el punto de vista de salud publica, en

la transmision de enfermedades zoondticas transmitidas por caninos.
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4. HIPOTESIS.

Si al aplicar el conjugado del péptido sintético analogo del GnRH con toxoide
diftérico, en Canis lupus familiaris machos, provoca la supresion inmunolégica
temporal de GnRH, y disminucion de los niveles plasmaticos de testosterona

necesarios para funcion reproductiva.

5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.

% Evaluar la eficacia del péptido sintético analogo del GnRH con toxoide
diftérico, como método contraceptivo en Canis lupus familiaris machos, en el

cantén Primavera, municipio de Santa Ana, departamento de Santa Ana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar el efecto del péptido sintético analogo del GnRH con toxoide

diftérico, en la estructura testicular de caninos.

e Determinar el efecto del péptido sintético analogo del GnRH con toxoide

diftérico, en relacién a los niveles de testosterona sérica en caninos machos.

e Relacionar los niveles de testosterona sérica en caninos machos, vacunados
con el péptido sintético analogo del GnRH con toxoide diftérico con la

estructura testicular.

e Evaluar la respuesta etoldgica, en machos vacunados con el péptido sintético

analogo del GnRH con toxoide diftérico.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Ubicacion del experimento en el espacio y en el tiempo.

La investigacion se llevo a cabo en el cantdn Primavera, municipio de Santa Ana,
departamento de Santa Ana. En comunidades identificadas con Canis lupus familiaris
(perro doméstico) machos enteros, que conformaron nuestras unidades
experimentales. Cada unidad fue monitoreada dentro de su ambiente domeéstico,
durante la fase de campo, manteniendo las mejores condiciones para el desarrollo de

la investigacion durante seis meses.
6.2 Descripcion de las unidades en estudio

Las unidades de estudio fueron 20 Canis lupus familiaris machos enteros mestizos,
en edades reproductivas y un peso entre 15 a 35 kg con buena salud. Todas las
unidades en estudio fueron examinadas clinicamente para poder ser aptas para
pertenecer a la muestra poblacional, se realiz6 una anamnesis de cada unidad,

abarcando todos los puntos de importancia.

En el estudio se evalud el efecto biolégico, como inmundgeno, de un preparado
vacunal sintético denominado GnRH-DT (péptido sintético analogo del GnRH
conjugado con toxoide de difteria) sobre los 6rganos reproductores de perros
mestizos adultos y la relacion con los niveles de testosterona plasmatica de los
canes machos en estudio. La muestra se distribuyé de forma aleatoria formando

cinco grupos de cuatro animales cada uno (ver figura 3).
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DISTRIBUCION DE LAS UNIDADES EN ESTUDIO

. L Aplicacion L Aplicacion
Sin Aplicacion p Aplicacion P
s Imix2 2mlx 2
aplicacién Iml o 2ml S
aplicaciones aplicaciones

Figura 3: Distribucion en grupos de las unidades en estudio.

Para la fase de campo, se trabajé con la distribucion de cinco blogues con cuatro
animales cada uno; para luego aplicar el péptido sintético analogo del GnRH
conjugado con toxoide de difteria por via subcutdnea en la extremidad posterior
izquierda. Para ello se realizé de la siguiente manera: un primer grupo se dejé como
control, el segundo grupo recibié una dosis de un mililitro en una sola aplicacion, el
tercer grupo recibié dos aplicacion de un mililitro con intervalo de cuatro semanas, el
cuarto grupo recibié una dosis de dos mililitros en una sola aplicacién, el quinto y
ualtimo grupo recibié dos aplicacion de dos mililitros con intervalo de cuatro semanas

del preparado vacunal por via subcutanea.
6.3 Metodologias utilizadas.

Seleccién de unidades experimentales, esta se realizd6 por medio de un examen
fisico clinico, con el objetivo de formar los diferentes tratamientos a evaluar. De la
misma manera se realizaron dos mediciones de los niveles séricos de testosterona
por medio de ELISA de cada unidad con intervalos de 15 dias previos a la
vacunacion; y dos mediciones a partir del dia 75 post vacunacion con un intervalo de

15 dias para su ultima medicion a los 90 dias.

Identificacién de las unidades en estudio, se colocé a cada unidad experimental
un collar del color del tratamiento respectivo, siendo para el T1 Control (blanco), T2

(azul), T3 (verde), T4 (amarillo) y T5 (morado). Igualmente se usé un numero de
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registro correlativo a cada unidad, para facilitar la toma de datos en el registro

individual, evitando confusiones entre los mismos.

Uniformidad de las unidades experimentales, se realizd para permitir una mejor
homogeneidad entre cada unidad, se aplicaron desparasitaciones y vitaminas a cada
unidad en estudio, asi como una mejora en su nutricién para una condicion corporal

adecuada.
6.3.1 Metodologia de campo.

En esta fase se realizaron cuatro tomas de muestras sanguineas en tubos para
serologia de cada una de las unidades en estudio, las primeras dos muestras de
sangre se realizaron previo al iniciar los tratamientos del conjugado vacunal con un
intervalo de 15 dias, y las dos tomas posteriores 75 dias después de aplicada la
vacuna con un mismo intervalo de 15 dias, finalizando a los 90 post vacunacion. Esta
muestra se utiliz6 para la determinacion de la concentracion de la testosterona en
suero por medio de la técnica de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA). De igual forma se realizaron cinco mediciones testiculares a lo largo de la
investigacion. Durante el experimento se realizé una evaluacion etologica a cada

unidad con los siguientes parametros: agresividad, libido y salidas de casa.

6.3.1.1 Toma de muestra de sanqgre:

Materiales:

= Jeringas de 5 ml. de capacidad

» Agujas estériles de 21 x 1 pulgadas

= Algodon impregnado con alcohol al 70 %
= Tubos recolectores para serologia

» Guantes de latex

» Rasuradora

» Hieleras

= Deposito para descarte

» Gradilla para tubos
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Bozales y correas
Papeleria en general

Marcador permanente

Método toma de muestra de sangre:

Se sujetd al canino utilizando una correa y colocacion de un bozal, para

facilitar su manejo.

Se identific6 del mejor sitio de puncion venosa, en este caso fue la vena

cefélica o vena safena.

Se rasur6 un area de unos dos centimetros cuadrados sobre el vaso

sanguineo y se desinfectd del area con algoddn impregnado de alcohol al 70

S

14/02/2014 Do 28/02/2014

Figura 04: Medidas de Asepsia.(A)Rasurado del 4rea a muestrear.(B) Desinfeccion de la zona

de muestreo.

Se realizé hemostasis por encima del sitio a puncionar.

Se procedid a puncionar el vaso sanguineo con una aguja estéril calibre 21 x 1
pulgada, introduciendo la aguja con el bisel de la misma apuntando hacia
arriba, en un angulo de 45 grados aproximadamente, sobre la vena que se

encontraba resaltada por la presién de la hemostasis.
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» Una vez atravesada la piel, el tejido subcutaneo y la pared del vaso
sanguineo, se realizd ligera aspiracion del embolo, para verificar que

efectivamente se introdujo la guja al vaso sanguineo.

= Se aspiré del embolo de la jeringa para colectar la muestra de sangre. Una
vez colectada la cantidad suficiente de muestra, se retir6 la aguja haciendo

presion con una torunda de algodon sobre el sitio de puncion.

14/02/2014

Figura 5: Toma de muestra sanguinea. (A)Introduccién de la guja al vaso sanguineo.(B)

Recoleccion de sangre.

» Inmediatamente se depositaron cinco mililitros de sangre en los tubos para
serologia para su posterior uso en el laboratorio. El transporte se realizé en
hieleras a una temperatura de 4°C, protegiéndola de los rayos solares y

golpes, trasladandolas lo mas pronto posibles tras su extraccion.

6.3.1.2 Determinacion del tamano testicular:

Materiales: Calibrador o pie de rey y hoja de control.

Método: Para la obtencién de cada medida, se auxilié de un calibrador o pie de rey,
con lo que medimos el ancho del testiculo justo en la linea imaginaria que corta el
testiculo en su plano trasversal; la medicion del largo del testiculo se realizé con el

pie de rey desde la cabeza del epididimo hasta la base del mismo.
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—

P02/07/2014

02/07/2014 . A f 02/07/2014

Figura 6: Determinacion del tamafio testicular. (A) (B) (C) (D) Medicion de largos y anchos de

testiculos.

6.3.1.3 Aplicacion del péptido sintético anadlogo del GnRH conjugado con

toxoide de difteria.

Materiales:

Frasco de 100 ml de Innosure® (péptido sintético analogo del GnRH
conjugado con toxoide de difteria)

Jeringas de 3 ml. de capacidad

Agujas estériles de 21 x 1 pulgadas

Algodon impregnado con alcohol al 70 %

Guantes de latex

Rasuradora eléctrica

Hielera

Depdsito para descarte

Bozales y correas
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= Papeleria en general

Unidades experimentales:

= Canis lupus familiaris machos enteros

Método: Previo a la aplicacion del péptido sintético andlogo del GnRH conjugado
con toxoide de difteria, se rasurd un area de 10 x 10 cm y se limpid con alcohol al 70
% sobre la extremidad posterior izquierda para todos los tratamientos donde se
aplicé el producto por via subcutanea, con el fin de observar alguna posible reaccion
inflamatoria en el sitio de puncion, y a los tratamientos que les correspondié un

refuerzo, se aplico en el lado opuesto a la primera aplicacion.
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06/03/2014

06/03/2014 y 03/04/2007

Figura 7: Aplicacion de la vacuna. (A) Rasurado del area a vacunar. (B) Zona previamente

desinfectada. (C) Cargando dosis vacunal (D, E y F) Aplicacidn via subcutanea de la vacuna.

Se inicié con el Tratamiento 1 (T1), color blanco, que sirvi6 como control en
el estudio, sin la aplicacion péptido sintético analogo del GnRH conjugado con
toxoide de difteria en estudio.

Para el Tratamiento 2 (T2), color azul, se identificaron a los cuatro
respectivos canidos que los conforman, se cargo en la jeringa un mililitro del

péptido sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria, luego
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se realizoé un leve masaje en el sitio de aplicacion y se registro en la hoja de

control.

Para el Tratamiento 3 (T3), color verde, se cargo en la jeringa un mililitrodel
péptido sintético andlogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria. Los
cuatro canidos del T3 recibieron un refuerzo a una misma dosis (un mililitro)
cuatro semanas después de la primera aplicacion, ambos sucesos se

registraron en la hoja de control.

Para el Tratamiento 4 (T4), color amarillo, se identificaron a los cuatro
respectivos canidos que los conforman, se cargo en la jeringa dos mililitros del
péptido sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria en una
sola dosis, luego se realizé un leve masaje en el sitio de aplicacion y se

registré en la hoja de control.

Para el Tratamiento 5 (T5), color morado, se cargo en la jeringa dos mililitros
del péptido sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria. Los
cuatro caninos del T5recibieron un refuerzo a una misma dosis (dos mililitros)
cuatro semanas después de la primera aplicacibn, ambos sucesos se

registraron en la hoja de control.
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1
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Tratamiento 5 .

Tratamiento 4

Tratamiento 3

Tratamiento 2

Tratamiento 1
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1era. Medicién 2da. Medicién 3era. Medicion 4ta. Medicion
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7 Aplicacién de vacuna inmunocastradora

[l Veciciones testiculares

Figura 8: Distribucién en grupos de los tratamientos en estudio.

En el caso del Tratamiento 3 (T3) y Tratamiento 5 (T5), iniciaron el dia que
correspondio aplicar la segunda dosis de refuerzo de los tratamientos T2 y T4, con el
objetivo que todos los tratamientos cumplieran los 75 dias respectivos para las dos
Gltimas mediciones de testosterona por ELISA, con un intervalo de 15 dias

finalizando a los 90 post vacunacién (ver figura 8).
6.3.2 Metodologia de laboratorio.

En esta fase se procesé cada una de las muestras obtenidas en la fase de campo,
para complementar el estudio sobre las unidades experimentales. Procedimientos

descritos a continuacion:

6.3.2.1 Procedimiento de extraccion de suero

Materiales: Guantes de latex, muestra de sangre en tubos para serologia, gradilla,
centrifuga, tubos eppendorf, pipeta Pasteur, pipetas automaticas de 50 a 200 ul,

puntas estériles de 300ul, marcador, congelacién a -20 °C, descarte y papel toalla.
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Método: Se calibraron los tubos en la centrifuga, sometiéndolos por 10 minuto a
1500 rpm para precipitarlos componentes celulares, al finalizar la fraccion superior o
sobrenadante tras la centrifugacion de aspecto claro y transparente o de un color
amarillento corresponde al suero sanguineo. Luego se extrajo el suero con ayuda de
la pipetas automaticas con puntas estériles de 300ul y se transfirio a los tubos
eppendorf para ser almacenados y conservados a una temperatura de -20°C
(Basulto, et al. 2003:21).

Para un mejor control de las muestras sanguineas, se rotulé6 cada tubo para
serologia con los datos de cada unidad en estudio, antes de la extraccion de la

muestra.



40

15/02/2014

28/02/2014

Figura 9: Extraccién de suero. (A) Calibrado de las muestras. (B) Centrifugado de las muestras. (C)
Muestras centrifugadas. (D) Extraccién del suero. (E, F y G) Transferencia a los tubos eppendorf. (H)

Conservacion a -20°C.
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6. 3. 2. 2 Determinacidén de niveles de testosterona en suero por medio de KIT de
Testosterona ELISA

Materiales:

Pipetas de precision: 10 pl, 50 pl, 100 pl, y 1,0 ml
Puntas desechables para pipetas.

Agua destilada o deshionizada.

Mezclador Vortex o equivalente.

Papel absorbente o toalla de papel

Papel milimetrado lineal.

Lector de microplaca.

Muestras se suero sanguineo de Canis lupus familiaris machos enteros

Reactivos:

Pocillos de microtitulacion recubierto con anticuerpo de cabra Anti Conejo IgG,
96 pozos

Estandares de Referencia para Testosterona: 0, 0,1, 0,5, 2,0,6,0y 18,0 ng /
ml. Liquidos, 0,5 ml cada uno, listos para usar.

Reactivo de conejo Anti-Testosterona (color rosa), 7 ml

Reactivo conjugado de Testosterona-HRP (color azul), 12 ml

Control Testosterona 1, Liquido, 0,5 ml, listo para su uso.

Control de Testosterona 2, Liquido, 0,5 ml, listo para su uso.

Reactivo TMB (One-Step) 11 ml.

Soluciéon de Parada (stop) (LN HCI), 11 ml (Diagnostic Automation, 2009).

La testosterona es el androgeno mas importante secretada a la sangre. En perros

machos la testosterona es secretada principalmente por las células de Leydig de los

testiculos; esta es responsable del desarrollo de las caracteristicas sexuales

masculinas secundarias y sus medidas son utiles en la evaluacion de los estados de

hipogonadismo. Los kits de EIA de testosterona estan disefiados para la medicién de

la testosterona total en suero (Diagnostic Automation, 2009).
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Principio de la Prueba. EI test EIA para testosterona se basa en el principio de
union competitiva entre la testosterona en la muestra del estudio y el conjugado HRP
de testosterona para una cantidad constante de anti-testosterona de conejo. En la
incubacion, los pocillos cubiertos con anticuerpos de cabra anti conejo IgG son
incubados con 10 pl de estandares de testosterona, los controles, las muestras de
animales, 100 pl de reactivo conjugado HRP de testosterona y 50 pl de reactivo de
conejo anti testosterona de conejo a 37 °© C durante 90 minutos. Durante la
incubacion, una cantidad especifica de testosterona HRP marcada compite con la
testosterona enddgena presente en el estdndar, muestra, o en el suero de control de
calidad, para fijarse en un namero de sitios de unién del anticuerpo especifico de

testosterona (Diagnostic Automation, 2009).

Por lo tanto, la cantidad de conjugado de peroxidasa de testosterona
inmunolégicamente unida en el pocillo disminuye progresivamente a medida que la
concentracion de testosterona en las muestras aumenta (Diagnostic Automation,
2009).

El conjugado de peroxidasa de testosterona sin unirse es removido y luego se lavan
los pocillos. A continuacion, se afiade una solucién de reactivo TMB, y se incuba a
temperatura ambiente durante 20 minutos, lo que resulta en el desarrollo del color
azul. El desarrollo del color es detenido al agregar 1 N HCI, y se mide la absorbancia
espectrofotométricamente a 450 nm. La intensidad del color formado es proporcional
a la cantidad de enzima presente y esta inversamente relacionada a la cantidad de
testosterona no marcada en la muestra. Una curva de calibracion es obtenida
mediante el trazado de la concentracion de los estandares frente a la absorbancia.
La concentracion de testosterona de las muestras y controles que corre
concurrentemente con los estandares, pueden calcularse a partir de la curva de

calibracion (Diagnostic Automation, 2009).
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Procedimiento de la prueba

Colectay preparacion de la muestra

1. No es necesario un tratamiento especial previo a la muestra.

2. Las muestras de suero pueden conservarse a 2-8 © C hasta por 24 horas, y
deben congelarse a -10 © C o menos por periodos mas largos. No utilizar
muestras hemolizadas o muy lipémicas (Diagnostic Automation, 2009).
Tenga en cuenta: Las muestras que contienen azida de sodio no se deben

utilizar en el andlisis.
Preparacion de los reactivos

1. Todos los reactivos fueron expuestos a temperatura ambiente (18-25 © C)
antes de su uso.

2. Las muestras con concentraciones de testosterona esperados de mas de 18
ng / ml se pueden cuantificar mediante dilucibn con diluyente disponible

(Diagnostic Automation, 2009).

09/07/2014

Figura 10: Equipo y materiales de ELISA. (A) Lector automatico de ELISA.(B) Reactivos de
ELISA.

Procedimiento del ensayo

1. Se aseguré el numero deseado de pocillos cubiertos en el soporte
2. Se agreg6 10 ul de estandares, muestras de cada unidad en estudio y

controles en los pocillos utilizados.
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Figura 11: Procedimiento de ELISA. (A) Cargando 10 pl de cada muestra. (B) Aplicacion
muestra en los pocillos de la placa de ELISA.

3. Se agregd 100 ul de Testosterona-HRP conjugado reactivo en cada pocillo.

|

Figura 12: Procedimiento de ELISA. (A)(B) Cargado del reactivo Testosterona-HRP

conjugado. (C) (D) Aplicacién de 100 pl del reactivo a cada pocillo con las muestras.
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4. Se agreg6 50 ul de reactivo de conejo anti testosterona a cada pocillo.

L
W',, g

= !

Figura 13: Procedimiento de ELISA. (A) Cargado del reactivo conejo anti testosterona.(B)

Aplicacién de 50 pl del reactivo a cada pocillo.

5. Se mezcl6 a fondo durante 30 segundos utilizando la mezcladora automaética.

Es muy importante mezclar completamente.

11/07/2014

Figura 14: Procedimiento de ELISA. (A) Mezcla automatica de la placa. (B) Incubacion a 37 ©

C. (C) Enjuague automatico.



46

6. Seincubd a 37 ° C durante 90 minutos.

7. Se enjuagd y vaciamos los pocillos 5 veces con agua destilada, utilizando

la lavadora automatica.

8. Se agregd 100 ul de reactivo TMB en cada pocillo. Mezclamos

suavemente durante 10 segundosutilizando la mezcladora automaética.

o i 11/07/2014

Figura 15: Procedimiento de ELISA. (A)(B) Cargado del reactivo TMB. (C) Aplicacion de 100

I del reactivo a cada pocillo. (D) Placa finalizada con reactivo TMB.

9. Se incub6 a temperatura ambiente (18-25 ° C) durante 20 minutos.
10.Se agregd 100 pul de solucion de parada (stop) (1IN HCI), a cada pocillo

para detener la reaccion.
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Figura 16: Procedimiento de ELISA. (A) Cargado solucion de parada (stop) (1N HCI). (B)(C)

Aplicacion de 100 pl de la solucién a cada pocillo. (D) Placa finalizada con viraje de color al
amarillo.

11.Se mezclé con cuidado 30 segundos. Verificamos que los cambios de
color de azul a amarillo se completaran.
12.Se ley6 la absorbancia a 450 nm con un lector de microtitulacion, dentro

de 15 minutos (Diagnostic Automation, 2009).

Figura 17: Procedimiento de ELISA. (A) Lectura de absorbancia en el lector de ELISA.
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6.4 Metodologia utilizada para la toma de datos.

Cada variable fue documenta en registros individuales a lo largo de la fase de
campo, abarcando anamnesis, patrones conductuales, peso, reacciones post-
vacunales, mediciones testiculares y niveles de testosterona séricos, comparandolas
con los datos iniciales registrados de cada unidad en estudio. Para determinar la
eficacia del péptido sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide diftérico sobre

las funciones reproductivas en los caninos.
6. 5 Metodologia estadistica

Para la realizacion estadistica de la investigacion, se realiz6 una comparacion pre y
post tratamiento, en la cual se confrontaron los datos iniciales con los resultados
finales de cada tratamiento en estudio. Se trabajé bajo un disefio estadistico de
bloques completamente al azar (Lara Ascencio, 2013); trabajando con 20 unidades
experimentales (Canis lupus familiares machos enteros), debido a la disposicion de
recurso en estudio; con ello se formaron cinco bloques de cuatro perros machos
enteros cada uno. En cada blogue se aplicé un tratamiento respectivo con el péptido
sintético analogo del GnRH conjugado con toxoide de difteria, ademas de un
tratamiento que sirvi6 como control del experimento. El estudio se trabajé con un

nivel de significancia del 5 %.

T1= Tratamiento control (sin aplicacién de vacuna)
T2= un mililitro de vacuna en una aplicacion

T3= un mililitro de vacuna en dos aplicaciones
T4= dos mililitros de vacuna en una aplicacién

T5=dos mililitros de vacuna en dos aplicaciones

Para la prueba estadistica se utilizé analisis de la covarianza (ANCOVA), prueba
Tukey (HSD)realizando una correlacion entre los variables cuantitativas y cualitativas
a medir, Modelo Lineal Generalizado (GLM), contrastes ortogonales y Coeficiente de

Correlacién de Pearson bajo el programa estadistico de SAS (Lara Ascencio, 2013).
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Variables a medir
Variables cuantitativas:
1) Niveles de testosterona sérica, de los perros machos de cada tratamiento,
antes y después de aplicado el conjugado vacunal.
2) Cambios en la estructura de los testiculos de los caninos machos en estudio.
Variables cualitativas:
v' Respuesta etolégica (agresividad, libido y fugas de casa) en machos
vacunados con el conjugado.
v' Reacciones post-vacunales.
v Peso corporal.

7. RESULTADOS Y DISCUSION.
PRUEBAS ESTADISTICAS DE TAMANO TESTICULAR EN PERROS.
Largos derechos testiculares.

Segun el analisis de varianza para la variable de largos derechos testiculares, se
determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, por lo que se

procedio a determinar las posibles tendencias.

Las tendencias de las medias en los tratamientos analizadas bajo la prueba Tukey
(Figura 18), comparan, las medidas de los largos de testiculos derechos, en sus
cinco tiempos de medicion a lo largo del experimento; siendo la tercera fecha en el
T5, donde se muestran los menores tamafios de los largos de los testiculos
derechos, con una media de 2.53 cm; seguido del T3, con una media de 2.65 cm,
siendo esta fecha, la que present6 los menores promedios de medicion. A partir de
la cuarta y quinta medicion, se observo en los tratamientos con aplicacion de vacuna,
un ligero incremento de los tamafos testiculares, pero manteniéndose por debajo del

tamano inicial.



tdi2 tdI3

tdl4

Figura 18. Medias de largos derechos testiculares
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Medias de Largos testiculos derechos

Tratamientos / fechas de medicion tdll | tdl2 | tdI3 | tdl4 | tdI5

T1 343 | 3.43 | 343 | 3.43 | 343

3.30 | 3.30 | 2.83 | 2.93 | 3.18

3.95 | 3.10 | 2.65 | 2.93 | 3.25

3.80 | 3.80 | 3.33 | 3.33 | 3.60
423 | 395 | 253 | 2.88 | 2.98

Cuadro 4. Resumen medias de largos testiculos derechos

Largos izquierdos testiculares.

Segun el andlisis de varianza, para la variable de largos izquierdos testiculares, se

determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, por lo que se

procedié a determinar las posibles tendencias.

Las tendencias de las medias en los tratamientos analizadas bajo la prueba Tukey

(Figura 19), comparan las medidas de los largos de testiculos izquierdos, en sus

cinco tiempos de medicién a lo largo del experimento; siendo la tercera fecha en el

T5, donde se muestran los menores tamafios de los largos de los testiculos
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izquierdos, con una media de 2.50 cm; seguido del T3, con una media de 2.80 cm,
siendo esta fecha, la que presentd los menores promedios de medicion. A partir de la
cuarta y quinta medicion, se observo en los tratamientos con aplicacion de vacuna,
un ligero incremento de los tamafios testiculares, pero manteniéndose por debajo del

tamano inicial.

til2 til3 til4

Figura 19. Medias de largos izquierdos testiculares.

Medias de Largos testiculos izquierdos

Tratamientos / fechas de medicién till til2 til3 til4 til5

T1 335 | 335|335 | 335 | 3.35

3.18 | 3.18 | 293 | 3.03 | 3.23

3.88 | 3.03 | 2.80 | 3.00 | 3.15

LT 335335345318 ] 353

3.75 | 340 | 250 | 298 | 2.85

Cuadro 5: Resumen medias de largos testiculos izquierdos.
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Anchos derechos testiculares.

Segun el andlisis de varianza, para la variable de anchos derechos testiculares; se
determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, por lo que se

procedié a determinar las posibles tendencias.

Las tendencias de las medias en los tratamientos, analizadas bajo la prueba Tukey
(Figura 20), comparan las medidas de los anchos de testiculos derechos, en sus
cinco tiempos de medicién a lo largo del experimento; siendo la tercera fecha en el
T3, donde se muestran los menores tamafos de los anchos de los testiculos
derechos, con una media de 1.08 cm; seguido del T2, con una media de 1.28 cm,
siendo esta la fecha la que present6 los menores promedios de medicion. A partir de
la cuarta y quinta medicion se observo en los tratamientos con aplicacion de vacuna,
un ligero incremento de los tamafios testiculares; pero manteniéndose por debajo del
tamafo inicial, a diferencia del T5, que obtuvo los menores valores, a partir de estas

dos ultimas mediciones.

2,50
2,00
T1
5 150 —
= -T2
o)
© T3
©
g 1,00 Ta
ammeT5
0,50
0,00
tdal tda2 tda3 tda4 tdab

Figura 20. Medias de anchos derechos testiculares.
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Medias de Anchos testiculos derechos

Tratamientos / fechas de medicion tdal | tda2 | tda3 | tda4 | tdab

T1 180 | 1.80 | 1.80 | 1.80 | 1.80

1.80 | 1.80 | 1.28 | 1.38 | 1.50

205|153 | 1.08 | 1.58 | 1.48

| 215]215 145 | 160 1%

198 | 1.68 | 1.38 | 1.23 | 1.35

Cuadro 6: Resumen medias anchos testiculos derechos.

Anchos izquierdos testiculares

Segun el andlisis de varianza, para la variable de anchos izquierdos testiculares, se
determind que existieron diferencias estadisticas significativas de 0.04, en la tercera

medicion testicular; por lo que se procedio a determinar las posibles tendencias.

En las tendencias de las medias de los tratamientos observados, segun la prueba de
Tukey y la variable de anchos testiculares izquierdos (Figura 21), se observé que el
tratamiento T3, en su tercera fecha de medicion, obtuvo los menores tamafios con
una media de 0.95 cm, seguido del T2 con una media de 1.25cm, siendo los
menores promedios de medicion en esta fecha, respecto a las demas mediciones; a
partir de la cuarta medicion observamos un ligero incremento de los tamafios,
excepto el T5 disminuyendo en tamafio; en la quinta fecha hay una variacién, el T4
se mantiene y el T2 disminuye, sin embargo todos los tratamientos se mantienen por
debajo del tamafio inicial.
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2,50
2,00 ~o
T1
g 1,50
c T2
()
__‘g ! T3
§1,00 T4
—T5
0,50
0,00
tial tia2 tia3 tia4 tiab
Figura 21. Medias de anchos izquierdos testiculares.
Medias de Anchos testiculos izquierdos
Tratamientos / fechas de medicion tial | tia2 | tia3 | tia4 | tiab
T1 193|196 | 193|193 | 1.93
185|185 | 125|150 | 1.40
2.08 | 1.68 | 0.95 | 1.13 | 1.30
168 | 1.70 | 1.33 | 1.25 | 1.40

Cuadro7: Resumen medias anchos testiculos izquierdos.

ANALISIS DE TAMANOS TESTICULARES

Para los tamarfios testiculares analizados, bajo las medias de Tukey, se observé que

los tratamientos T3 y T5, presentaron mayor disminucion testicular a partir de la

tercera medicion testicular; esto coincide en que son los dos tratamientos con

refuerzo de sus respectivas dosis; los efectos inmunoldgicos de formacion de

anticuerpos ante un antigeno, mejoran al estar expuestos a una segunda dosis, por

lo que al haber reforzado los tratamientos en el experimento, se obtuvo una mejor

neutralizacion del GhnRH enddgeno, incidiendo en niveles mas bajos de testosterona

sérica, obtenidos luego de la aplicacion de la vacuna, aunado a una disminucion
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testicular a partir de la tercera fecha, ésto coincide con lo descrito por Basultoet al,
(2003), donde afirma que existe un efecto de un preparado vacunal sintético de

GnRHmM1-TT, sobre la estructura y funcion testicular.
ANALISIS DE VARIANZA Y PRUEBA DE CONTRASTES ORTOGONALES.
Contraste de largos testiculos derechos.

Segun el andlisis de varianza para la variable de largos derechos testiculares, se
determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, en sus cinco
tiempos de medicion testicular, por lo que se procedié a determinar los siguientes

contrastes entre los tratamientos.

Estadisticamente, ningun tratamiento produjo un efecto significativo en relacion a los
tamafios de los largos de los testiculos derechos en sus cinco mediciones, usando
un nivel de significancia del 5 %. Sin embargo los contrastesTESTIGO vs DOSIS y
2ml vs 2 x 2ml, son los que mayor disminucion de los tamafios, de los testiculos

derecho presentaron en la tercera medicion testicular.
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Figura 22. Contrastes de largos derechos testiculares.
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Contraste de Largos Testiculos derechos

Contrastes/ fechas de medicion tdll | tdl2 | tdI3 | tdl4 | tdI5
TESTIGO vs DOSIS 0.46 | 0.85 | 0.13 | 0.38 | 0.64
Imlvs 1x 2ml 0.34 | 0.79 | 0.712 | 1.00 | 0.87

2ml vs 2 x 2ml 0.53 | 0.84|0.11 | 0.44 | 0.20

1 mlvs 2ml 0.46 | 0.51 | 0.30 | 0.50 | 0.38

Cuadro 8: Contraste de largos testiculos derechos.

Contraste de largos testiculos izquierdos.

Segun el andlisis de varianza, para la variable de largos izquierdos testiculares, se

determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, en sus cinco

tiempos de medicion testicular, por lo que se procedid a determinar los siguientes

contrastes entre los tratamientos.

Estadisticamente bajo la prueba de contrastes ortogonales (Cuadro 09), tenemos

que en la tercera fecha de medicién, el contraste 2ml vs 2 x 2ml obtiene una

significancia estadistica del 0.02, es decir al comparar el efecto de la aplicaciéon de la

vacuna analogo de GnRH, hay una marcada disminucion en el tamafio de los largos

testiculares izquierdos en la fecha tres. Con un nivel de significancia del 5 %.

1,20
1,00
e TESTIGO vrs DOSIS

L 0,80
8 ! @mmm]ml|vrs 1 x 2ml
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Figura 23. Contrastes de largos izquierdos testiculares.
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Contraste de Largos Testiculos izquierdos

Contrastes/ fechas de medicion tily | til2 | til3 | til4 | til5
TESTIGO vs DOSIS 0.61 | 0.80 | 0.17 | 0.42 | 0.65
Imlvs 1 x 2ml 0.15 | 0.79 | 0.75 | 0.96 | 0.87

2ml vs 2 x 2ml 0.40 | 0.93 l 0.68 | 0.15

1 mlvs 2ml 0.71 |1 0.76 | 0.19 | 0.75 | 0.51

Cuadro 9: Contraste de largos testiculos izquierdos.

Contraste de anchos testiculos derechos

Segun el andlisis de varianza, para la variable de anchos derechos testiculares, se

determind que no existieron diferencias estadisticas significativas, en sus cinco

tiempos de medicion testicular, por lo que se procedid a determinar los siguientes

contrastes entre los tratamientos.

Estadisticamente bajo la prueba de contrastes ortogonales (Cuadro 10), al comparar

el efecto de la aplicacion de la vacuna analogo de GnRH, tenemos que en la tercera

fecha de medicién el contraste: TESTIGO vs DOSIS, tiene una significancia

estadistica del 0.04, produciendo los mejores efectos en la reducciéon de los tamafios

de los anchos de testiculos derechos en la fecha tres. Con un nivel de significancia

del 5 %.
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Figura 24. Contrastes de anchos derechos testiculares.
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Contraste de anchos Testiculos derechos

Contrastes/ fechas de medicidn tdal | tda2 | tda3 | tdad | tda5
TESTIGO vs DOSIS 0.39 | 0.96 g 0.17 | 0.38
imlvs 1 x 2ml 0.38 | 0.44 | 0.49 | 0.54 | 0.94

2ml vs 2 x 2ml 0.53 [ 0.19 | 0.79 | 0.25 | 0.08

1 mlvs 2ml 0.22 | 0.33 | 0.54 | 0.49 | 0.18

Cuadro 10: Contraste de anchos testiculos derechos.

Contraste de anchos testiculos izquierdos.

Segun el andlisis de varianza, para la variable de anchos izquierdos testiculares, se

determind que existieron diferencias estadisticas significativas de 0.04, en la tercera

medicion testicular; por lo que se procedié a determinar los siguientes contrastes

entre los tratamientos.

Estadisticamente bajo la prueba de contrastes ortogonales (Cuadro 11), tenemos

gue la tercera, cuarta y quinta fecha de medicién el contraste: TESTIGO vs DOSIS,

tiene una significancia estadistica del 0.01, 0.02 y 0.05 respectivamente; es decir al

comparar el efecto de la aplicacion de la vacuna analogo de GnRH, existid

disminucion significativa del tamafio de los anchos testiculares izquierdos, en la

fechas tres, cuatro y cinco de medicion. Con un nivel de significancia del 5 %.

Significancia
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Figura 25. Contrastes de anchos izquierdos testiculares.
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Contraste de anchos Testiculos izquierdos
Contrastes/ fechas de medicion tial | tia2 | tia3 | tiad4 | tiab
TESTIGO vs DOSIS 0.78 | 0.46
Imlvs 1x 2ml 0.39 | 0.50 | 0.30 | 0.20 | 0.74
2ml vs 2 x 2ml 0.44 | 0.50 | 0.93 | 0.31 | 0.63
1 mlvs 2ml 0.92 | 0.92 | 0.86 | 0.86 | 0.63

Cuadro 11: Contraste de anchos testiculos izquierdos.

ANALISIS DE CONTRASTES DE TAMANOS TESTICULARES.

Segun los contrastes obtenidos, entre los tratamientos del estudio en diferentes
fechas, estas pruebas estadisticas determinaron la efectividad de los tratamientos en
la variable tamafos. Los resultados obtenidos mostraron una alta significancia en
anchos vy largos testiculares, a partir de la tercera de medicién en éstos; esto se
puede interpretar, que los menores tamafios testiculares, se alcanzaron luego de la
segunda inmunizacién de la vacuna, estimulando en una mejor inmunoreaccion, que
produjo una mayor cantidad de anticuerpos anti-GnRH, esto lo describe Tizard 1998,
cuando explica que una segunda administracion de una toxina o antigeno, generara
una mayor concentracion sérica de anticuerpos, que subira con rapidez y se
mantendra por mas tiempo; de acuerdo con esto, los anticuerpos formados bloguean
la GnRH enddgena y su efecto en las otras hormonas de la reproduccion y érganos
blancos, en este caso los testiculos; causando un afeccién temporal del tejido
testicular. Segun Hafez (1984), al verse afectada la hormona luteinizante (LH), por la
reaccion inmunolégica anti-GnRH, no puede causar el efecto natural en las células
de Leydig, y afectando la secrecidén de testosterona la cual tiene efecto protagdnico
en la espermatogénesis. En el 2003 Basulto, et al, describen como el efecto de una
vacuna contraceptiva, afecto las estructuras testiculares; disminuyendo el diametro
de los tubulos seminiferos en donde se producen los espermatozoides y las demas
estructuras testiculares, viéndose disminuido el volumen del tejido testicular. Con
esto se concluyé que los resultados obtenidos, segun contrastes ortogonales, a
partir de un 0.02 obtenido con alta probabilidad estadistica, la vacuna generd un

efecto altamente significativo en los tamafios testiculares (largos y anchos), a partir
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de la tercera fecha de muestre6 y se mantuvo altamente significante, hasta las
altimas dos fechas de muestreo en la variable de anchos testiculares.

PRUEBAS ESTADISTICAS DE TESTOSTERONA SERICA EN PERROS

Segun el andlisis de varianza para la variable de niveles de testosterona, se
determind que existieron diferencias estadisticas significativas de 0.02, Unicamente
en la segunda medicidon de testosterona, por lo que se procedié a determinar las
posibles tendencias.

Estadisticamente se observé bajo la prueba Tukey (figura 26), que las medias de los
niveles de testosterona sérica de los tratamientos, en cuatro mediciones a lo largo
del experimento, que el tratamiento T5, es el que a partir de la fecha dos, obtiene los
mejores efectos en la disminucién del nivel de testosterona, por debajo del rango

normal, disminuyendo hasta la ultima medicion.

Figura 26. Medias de testosterona.



61

Medias testosterona en perros

Tratamientos/ fechas de medicion ttl tt2 tt3 tt4

T1 3.23 | 415 | 448 | 3.10

3.18 2.45 | 2.78 | 5.33

2.40 4.45 | 4.05 | 2.90

258 | 748 | 838 | 743

% 6.95 | 823 | 0.45 | 0.40

Cuadro 12: Medias testosterona en perros.

ANALISIS DE MEDIAS DE TESTOSTERONA

Se observod, que los tratamientos donde se afectd la funcion endocrina hipotalamo-
hipofisiaria, se disminuyeron los niveles de testosterona, tras la vacunacion,
generando anticuerpos que neutralizan la funcién del GnRH enddgeno, que sintetiza
y secreta en el hipotalamo de forma pulsatil, y que al actuar sobre las células
gonadotrépicas de la adenohipdfisis, éstas sintetizan y secretan la FSH y LH
coincidente con lo que manifiesta Cunningham 2003. Siendo la LH, la encargada de
mantener la produccion de testosterona (Ptaszynska, 2007); la cual se dirige hacia
dentro de los testiculos, donde se une a los receptores de membrana de las células
de Leydig y estimulando en ellos la conversion del colesterol en testosterona (Hill et
al. 2006). Al aplicar una dosis y su refuerzodel conjugado sintético de GnRH, siendo
mas efectivo el tratamiento T5, el cual obtuvo los menores niveles de testosterona, al
recibir una dosis de dos ml, mas su refuerzo, alcanzando valores altos de
anticuerpos anti-GnRH; ya que con la segunda dosis de antigeno o toxina, la
respuesta inmune mejora confirmando lo citado por Tizard, 1998. Para las dos
primeras mediciones de testosterona, previas a la vacunacion, existen diferencias de
sus medias entre los tratamientos, las cuales segun Santana Cruz, (2011:27),
pudieron estar influenciados por la edad del animal y la influencia de las horas de

luz.
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PRUEBA CONTRASTES ORTOGONALES.
Contraste de niveles de testosterona.

Segun el andlisis de varianza, para la variable de niveles de testosterona, se
determind que existieron diferencias estadisticas significativas, de 0.02, Unicamente
en la segunda medicion de testosterona, por lo que se procedidé a determinar las

posibles tendencias.

Estadisticamente, bajo la prueba de contrastes ortogonales (Figura 27), se comparo
gue entre los tratamientos de 1 ml y el tratamiento de 2 ml, existio una diferencia
significativa del 0.01, en la segunda fecha de medicion. A partir de la tercera
medicion y cuarta medicion de testosterona el contraste de 2 ml vs 2 x 2 ml, presento
una significancia estadistica del 0.01 y 0.03 respectivamente, produciendo los
mejores efectos de reduccidn de los niveles de testosterona, el tratamiento de 2 x 2

mil.
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Figura 27. Contraste de niveles de testosterona.
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Contrastes de los tratamientos testosterona con las fechas de medicion

Contrastes/ fecha de medicion ttl tt2 tt3 tt4
TESTIGO vs DOSIS 0.35 | 0.27 | 0.81 | 0.70
Imlvs 1x2ml 0.65 | 0.25 | 0.66 | 0.42
2ml vs 2 x 2ml 0.41 | 0.66
1 mlvs 2ml 0.19

Cuadro 13: Contrastes de niveles de testosterona.

ANALISIS DE CONTRASTE DE NIVELES DE TESTOSTERONA.

Segun la estadistica de contrastes ortogonales, entre los niveles séricos de
testosterona de cada tratamiento; se obtuvieron resultados con alta significancia, de
0.01 y 0.03 en los 75 dias hasta los 90 dias post-vacunacion respectivamente, entre
los tratamientos de 2 ml vs el tratamiento de 2 x 2 ml. Esto se debe al efecto positivo
de formacion de anti-GnRH, provocado por la vacunacion; estos anticuerpos
neutralizaron el efecto del GnRH enddgeno; de esta manera el GnRH, no llegé a
estimular la liberacién de las hormonas luteinizante (LH) y la foliculo estimulante
(FSH), que estan intimamente ligada en la secrecion de testosterona sérica. Segun
Hafez (1984), la accion de la LH sobre las células de Leydig, estimula la secrecion de
testosterona que a su vez Santana Cruz, (2011), describe como esta actia de
manera conjunta con la FSH, sobre las células de Sertoli, donde se da la
diferenciacion de las células germinales en los tubulos seminiferos; dicho esto se
presume que al ser neutralizado el GhRH enddgeno, por los anticuerpos y afectar los
niveles de testosterona de los perros inmunizados, este descenso de la
concentracion sérica de testosterona, se asocia con una disminucion de la calidad
del semen (reduccién del volumen del eyaculado, motilidad y viabilidad espermatica);
lo que demuestra nuevamente, como es necesario que los niveles de esta hormona,
se mantengan elevados para la espermatogénesis (Santana Cruz, 2011:29). Al ser el
tratamiento 2 x 2 ml, el que posee mayor dosis con refuerzo del preparado vacunal,
produce una mayor inmunoreaccion, y como resultado una mayor curva de

anticuerpos, incidiendo en el desempefio de este tratamiento, que se ve favorecido



64

segun las tablas de medias de las pruebas Tukey, con los menores niveles séricos
de testosterona registrados en el experimento.

COMPARACION DE LOS NIVELES DE TESTOSTERONA CON LAS MEDICIONES
TESTICULARES

Coeficiente de Correlaciéon de Pearson

fechas toma de

testosterona /
fechas toma de td13 tda3 til3 tia3 tdI5 tdab til5 tiab
tamafio de
testiculos
» - 0,0620 - - - 0,0678
tt | C.correlacion | o, 005 | 3 |oo7ess | 90712 | | 008703 | 015266 | 10002 | 2

Significancia | 0,2909 | 0,795 | 0,7473 | 0,7655 0,7124 | 0,5205 | 0,6077 | 0,7763

C. - 0,0042 - - - - - 0,0099
tt | correlacién | 0,04722 1 0,09324 | 0,07018 0,14447 | 0,04899 | 0,09289 8

significancia | 0,8433 | 0,9859 | 0,6958 | 0,7688 0,5434 | 0,8375 | 0,6969 | 0,9667

vacunacién con innosure®

C 0,5558

. 0,5820
t | correlacion | 228643 4

0,75342 | 0,4721 0,5209 | 0,66257 | 0,60261

3 I"significancia | 0,0066 | 0,0109 | 0,0001 | 0,0356 | | 0,0185 | 0,0015 | 0,0049 | 0,0071
it €. 1015082 | 92267 | 041847 | 0,12294 | |0,31286 | 0,55025 | 0,38436 | 03433
correlacién 8 6

Significancia | 0,5009 | 0,3363 | 0,0663 | 0,6056 0,1792 | 0,0119 | 0,0943 | 0,1383

Cuadro 14: Coeficiente de Correlacién de Pearson.

Segun el andlisis estadistico por el Coeficiente de Correlacion de Pearson (Cuadro
14), se compararon los niveles de testosterona, con el tamafio de los testiculos
largos y anchos, en el cual existi6 una correlaciéon altamente significativa tras la
vacunacion; asumiéndose que al existir menor cantidad de testosterona, existira
menor tamano testicular, es decir, que existié un grado de asociacion positiva; como
lo menciona Hafez (1984) y Santana Cruz(2011),que la interrelacion de la
testosterona con el tamafo testicular, son directamente proporcionales entre uno y
otro; el tamafio testicular y los niveles de testosterona, son afectados al aplicar el
analogo de GnRH, para la tercera fecha de medicion de testosterona, siendo
consistente en lo que menciond Tizard (1998), cuando dice que una segunda

aplicacién de antigeno o toxina, elevara la curva de anticuerpos obtenida y con una
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mayor rapidez; como sucedié en el experimento, ya que la tercera fecha de medicion
testosterona, fue luego de la segunda aplicacién de la vacuna, obteniendo menores
niveles de testosterona. Se ven afectados ambos testiculos en la tercera y quinta
fecha de medicidon testicular. En la cuarta fecha de medicidbn de testosterona,
Gnicamente existid correlacion altamente significativa, en el ancho del testiculo

derecho de la quinta medicién testicular, con respecto a nivel de testosterona.
PATRONES ETOLOGICOS

Para estas variables, se observé una disminucion en el patron etolégico de la libido,
de la medicion inicial, comparado al libido final en los tratamientos expuestos a la
vacuna; a excepcion del tratamiento dos, que mantuvo el mismo parametro
conductual. La agresividad mostro una disminucion en los tratamientos con
aplicacion de la vacuna, siendo mas evidente en el tratamiento cinco, con una
disminucién de 50 %, a excepcion del tratamiento cuatro, que mantuvo los mismos
niveles de agresividad. Las fugas de casa, disminuyeron en todos los tratamientos
expuestos a la vacuna (Figura 28); siendo mas evidente en un 50 % en los T3y T4;
segun Mir y Fontaine (2012) y Ptaszynska (2007), estos patrones conductuales,
estan influenciados por secrecion de GnRH, la cual al verse alterada en su secrecion,

modifica la conducta de los perros inmunizados.
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Figura 28. Patrones etoldgicos.



66

TRATAMI | AGRESIVID | AGRESIVID | LIBIDO | LIBIDO SALIDAS DE SALIDAS DE
ENTOS AD INICIAL AD FINAL INICIAL FINAL CASA INICIAL CASA FINAL
T1 50.0 50.0 100.0 | 100.0 75.0 75.0
T2 100.0 50.0 100.0 | 100.0 75.0 50.0
T3 75.0 50.0 100.0 25.0 100.0 50.0
T4 50.0 50.0 100.0 50.0 100.0 50.0
T5 50.0 25.0 100.0 50.0 100.0 75.0

REACCIONES POST-VACUNALES DE LA VACUNA.

Cuadrol5: Patones Etolégicos.

PRIMERA VACUNACION.

Las reacciones post vacunacion evidenciadas después de la primera vacunacion

(Figura 29), mostraron un 100 % y 50 % de casos de inflamacion local y dolor,

respectivamente para el tratamiento T3 y T5, a las 24 horas de aplicacion, que

corresponden a los animales inmunizados con refuerzo. Para la evaluacion a las 72

horas, ambos tratamientos mostraron una reduccién total de ambas reacciones.

Porcentaje

Reacciones post vacunacionalas 24y 72

horas
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B INFLAMACION 24 horas
M INFLAMACION 72 horas

DOLOR 24 horas
DOLOR 72 horas
B RUBOR 24 horas
RUBOR 72 horas
EDEMA 24 horas
EDEMA 72 horas

Figura 29. Reacciones post-vacunales de 24 a 72 hrs primera vacunacion.
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SEGUNDA VACUNACION

Las reacciones post vacunacion evidenciadas después de la segunda
aplicacion(Figura 30), para los animales inmunizados de los diferentes tratamientos,
a partir de las 24 horas post vacunacién, Unicamente los tratamiento T3 y T5,
presentaron inflamacién en el sitio de puncion, siendo mas evidente en el T5 con un
50 %, relacionado con la dosis de conjugado GnRH inoculado. La presencia de dolor
local Unicamente se presentd en el T2, T3 y T5 en las primeras 24 horas,
desapareciendo a las 72 horas en el T2 y T5, manteniendo el mismo porcentaje para
el T3. Para los casos de edema, Unicamente se presento en el T5 a las 24 horas con
un 25 %, el cual tuvo una reduccion total a las 72 horas. En este caso (Pfizer, s. f.)
describe que el producto puede causar dolor hasta los 42 dias post inoculacién. Para
este estudio, el efecto reactogénico Unicamente persistié hasta las 72 horas post

vacunacion.
Reacciones post vacunaciona las 24y 72
horas
100,0
100,0
90,0
80,0 = INFLAMACION 24 horas
70,0 B INFLAMACION 72 horas
'E‘ 60,0 DOLOR 24 horas
g 00 DOLOR 72 horas
= 40,0 B RUBOR 24 horas
30,0 m RUBOR 72 horas
20,0 EDEMA 24 horas
10,0 EDEMA 72 horas
0,0
T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 30. Reacciones post-vacunales de 24 a 72 hrs segunda vacunacion.
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PESO DE CADA UNIDAD EXPERIMENTAL.

Para la varible peso corporal, todos los tratamientos mostraron una tendencia al
incremento del peso, con respecto a la primera medicion antes de la aplicacion de la
vacuna (Figura 31). Esto se interpreto ,que al exister una disminucion en
metabolismo basal, generado por la reduccion hormonal (testosterona y estrégenos),
sugiere un aumento de peso de las unidades experimentales, que segun Valera (s.
f.), es debido a que la energia que consume el individuo por estar vivo, se reduce en

torno a un 30 %
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Figura 31. Comportamiento del peso corporal.
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8. CONCLUSIONES.

= A partir de la semana 10 post-vacunacion, se evidencio una disminucion

testicular en las dimensiones de largo y ancho, en los tratamientos con refuerzo.

» Larelacién del efecto inmundgeno provocado por la vacuna, produjo anticuerpos

anti GnRH, bloqueando la funcion de la GnRH enddgena.

= Al aplicar la dosis de dos mililitros con refuerzo a las cuatro semanas, causo
efectos significativos en la reduccion de los niveles séricos de testosterona,
influyendo en la funcién reproductiva. Observando los menores resultados, a partir de

las semanas 15 y 16 de la fase de campo del experimento.

= En nuestro pais esta vacuna puede ser una alternativa viable, como método de

control de poblaciones caninas.

= Al comparar los niveles de testosterona con los tamafios testiculares, existe una
relacion altamente significativa tras la vacunacion, determinando que a menores
niveles de testosterona, existirdA un menor tamafio testicular en los animales
inmunizados, debido a la dependencia de la testosterona en la funcion y estructura

testicular.

* En los animales inmunizados, se observd una reduccién en los parametros
etoldgicos de agresividad, libido y fugas de casa, influenciadas por la reduccion de
los niveles séricos de testosterona, al verse afectada la GnRH enddgena por una
respuesta inmunoldgica, siendo la testosterona la responsable del comportamiento

sexual.
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9. RECOMENDACIONES

= En futuras investigaciones, realizar mediciones y repeticiones con intervalos de
tiempo mas cortos, en la evaluacion de los niveles séricos de testosterona, a lo largo

de una investigacion.

» Evaluar el comportamiento de la curva de anticuerpos anti GnRH, que produce
esta vacuna con dosis de dos mililitros con refuerzo a lo largo del tiempo; para

determinar la duracion del efecto de la castracion inmunoldégica.

» Realizar una evaluacion espermatica, para medir los efectos de vacuna a base
de péptido sintético andlogo del GnRH con toxoide diftérico, sobre la

espermatogénesis de la especie en estudio.

= Contemplar un estudio histologico del tejido testicular en investigaciones de esta

naturaleza, para observar cambios estructurales a nivel microscopico.

= Desarrollar una investigacion en caninos hembras, usando esta vacuna,

evaluando el comportamiento sexual y niveles hormonales de la LH, FSH y/o GnRH.

» A las autoridades encargadas de la Salud Publica que realicen esfuerzos para el
desarrollo de investigaciones en este tipo de biotecnologias para control poblacional,
como métodos de caracter ético y humanitario en especies de interés en Salud

Publica.
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11. ANEXOS.

Anexo 1. Casos de rabia confirmados en humanos y animales, afios 2008 a 2013, El

Salvador.

ESPECIE 2008 2009 2010 2011 2012 2013*
Humano 1 0 0 0 0 0
Canino 42 18 5 2 2 1
Felino 4 10 7 1 2 1
Bovino 7 18 8 0 9 3
Equino 0 0 0 0 0 0
Caprino 1 0 2 1 0 0
Ovino 0 0 1 0 0 0
Porcino 2 1 1 0 2 0
Murciélago 0 2 0 0 0 0
Coyote 0 1 0 0 0 0
Hamster 0 0 0 0 0 0
Mapache 0 0 0 0 0 0
TOTAL 57 50 24 4 15 5

*Hasta semana epidemiologica 25.

Fuente: Laboratorio de Referencia Nacional, MINSAL y Laboratorio de Diagnostico
Veterinario, MAG. El Salvador 2013.




Anexo 2. Hojas de control.
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Tipo de musstra: SANGRE CAMINA
ANIMAL P uEsTRA: CATIL'I?AD RESULTADO OBSERVACIONES
DM A, i
Trata'mento 1 {Control)
01
02
03
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Tratamiento 2 (1ml una aplicacion)
05
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Tratamiento 3 (1ml dos aplicaciones)
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12
Tratamiento 4 (2ml una aplicacion)
12
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15
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Tratamiento 5 (2ml dos aplicaciones)
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20




Hoja individual de control; TRATAMIENTO No:
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Fecha primera .
Can No. dosis ml Fecha segunda dosis ml
DATOS GENERALES
Raza: Sexo:
O Mixta M Macho M Entero
O Otra:
Color: Edad (meses): Peso (Kg):
Nombre: Propietario:
Lugar: Cantén Primavera Departamento: Santa Ana municipio:
Santa Ana
MEDICION Y RESULTADOS
1 Fecha: (d/m/a) ng/ml
Toma de muestra de sangre (ml):
2 Fecha d/m/a: ng/mi
Toma de muestra de sangre (ml):
3 Fecha: (d/m/a) ng/mi
Toma de muestra de sangre (ml):
4 Fecha: (d/m/a) ng/ml
Toma de muestra de sangre (ml):

1 Dia / mes / afo:

, Semana:

Testiculo Derecho Largo (cm):

Testiculo Derecho Ancho(cm):

Testiculo Izquierdo Largo (cm):

Testiculo Izquierdo Ancho (cm):

2 Dia / mes / afo:

, Semana:

Testiculo Derecho Largo (cm):

Testiculo Derecho Ancho(cm):

Testiculo Izquierdo Largo (cm):

Testiculo Izquierdo Ancho (cm):

3 Dia / mes / afio:

, Seémana:

Testiculo Derecho Largo (cm):

Testiculo Derecho Ancho(cm):

Testiculo Izquierdo Largo (cm):

Testiculo Izquierdo Ancho (cm):

4 Dia / mes / afo:

, Semana:

Testiculo Derecho Largo (cm):

Testiculo Derecho Ancho(cm):

Testiculo Izquierdo Largo (cm):

Testiculo Izquierdo Ancho (cm):

5 Dia / mes / afo:

, Semana:

Testiculo Derecho Largo (cm):

Testiculo Derecho Ancho(cm):

Testiculo Izquierdo Largo (cm):

Testiculo Izquierdo Ancho (cm):

Observaciones:




82

ANAMNESIS

INFORMACION BASICA

NOMBRE: edad: color:
Caracter: Social __ Agradable _ Miedoso__ Agresivo
ACTITUD: alerta activo nervioso sumiso

Procedencia: casa o callejeroo se desconoce o

Peso: kg.

Condicién corporal: muy delgado o delgado o ideal o sobrepeso o obesono
Pelo/piel: seco o normal o grasoo

Presencia de ectoparasitos: SI___ NO , de que

tipo

SIGNOS VITALES:

Frecuencia cardiaca /min.  Frecuencia respiratoria /min.
Temperatura corporal °C. Tiempo de llenado capilar seg.
Mucosa oral:

Mucosa conjuntival:

CONTROL DE VACUNAS: SI__ NO ;

Cuales
Frecuencia de vacunacion: una vez al afio otro
CONTROL DE DESPARASITACION: SI__ NO___
Frecuencia de desparasitaciéon: una vez al afio dos veces al afio
Tres veces al afio otro
Producto:

HA SUFRIDO ENFERMEDADES

Observaciones:




MEDIO AMBIENTE

Convive con otros animales: SI__ NO____ | cuales:

Lugar donde duerme: dentro de la casa Fuera de la casa Otro lugar
Saledelacasa:SI._ NO_

Convive o tiene contacto con perros de lacalle: SI___ NO___

CLIMA: frio____ caluroso templado

Observaciones:
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ALIMENTACION

Tipo de alimentacion: Concentrado Comida casera Mixto

Otro

Frecuencia de alimentacion: una vez al dia dos veces al dia tres veces al
dia otro Cantidad de alimento ofrecido:

Origen del agua de bebida: potable pozo captacion otro
Disposicion: a libre consumo por cantidad , que cantidad

Observaciones:

REPRODUCCION

Ha concebido camadas: SI___ NO___

Hace cuanto: eneldltimocelo  Masde6meses  Masde 12meses_ No
sabe

Se estimula recientemente con los celos de perras: Si NO

Reaccion de la estimulacion de masaje del pene:
Excelente Muy Bueno Bueno Poco Nada

Apariencia de testiculos:
Normales Asimetricos Hipoplasicos Hiperplasicos

Observaciones:
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Anexo 3.Cuadro resumen tamarfios testiculares.
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Anexo 4.Resultado de niveles de testosterona sérica por medio de ELISA.

MEDICION DE TESTOSTERONA PRE Y POS VACUNACION
& 15 fechas pre vacunacion fechas post vacunacion
E’ S I% g 02 de abril . .
g S = g 14 de feb 2014 2014 16 de jun 2014 | 02 de jul 2014
© S z
= o ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
4 7 Duke 5.6 5.7 5.9 2.2
el lﬂo_f 11 Carifiito 1.0 4.5 1.0 35
& 13 Chester 1.4 0.5 45 2.9
© 16 Caballito 4.9 5.9 6.5 3.8
1.9 1.7 0.4 1.4
4.3 3.5 3.1 6.8
51 35 7.5 13.1
1.4 1.5 0.1 0
Negro 0.5 3.1 6.4 2.4
s % 9 Terry (B) 1.2 5.0 0.2 0.8
- 10 Collar de Plata 4.9 8.1 1.4 1.4
il Ranger 3.0 1.6 8.2 7.0
8 Rocky 9.8 8.0 13.1 15.0
14| E 12 Terry (C) 2.2 8.7 15.6 4.3
o 19 Poppy (A) 4.7 S5 4.0 10.1
20 Tayson 54 7.7 0.8 0.3
3.6 10.6 0.2 0.7
9.2 3.9 0.5 0.2
6.8 7.7 0.3 0.4
8.2 10.7 0.8 0.3
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Anexo 5. Pruebas estadisticas de tamafio testicular en perros prueba Tukey, por el

programa SAS.

Largos derechos testiculares

Rango Estandarizado de Tukey (HSD) Prueba para tdll

(Medias con la misma letra no son significativamente diferentes)

AgrupacionTukey
A

A
A
A
A

MEDIA
4.2250
3.9500
3.8000
3.4250
3.3000

N

A A b b b

El sistema SAS

TRATAMIENTO
5

3
4
1
2
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Anexo 6. Andlisis de varianza y prueba de contrastes ortogonales, por el programa

SAS.

El Procedimiento GLM
Contraste de largos testiculos derechos

Variable Dependiente: tdl1

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado medio F Value
Modelo 4 2.30300000 0.57575000 0.67
Error 15 12.86500000 0.85766667
Total corregido 19 15.16800000
R-cuadrado Coeficiente de Raiz MSE Media tdI1
variacion
0.151833 24.76211 0.926103 3.740000
Contraste DF Contraste Cuadrado F Value
SS medio
TESTIGO vs DOSIS 1 0.49612500 0.49612500 0.58
1ml vs 1x2ml 1 0.84500000 0.84500000 0.99
2ml vs 2x2ml 1 0.36125000 0.36125000 0.42
1ml vs 2ml 1 0.50000000 0.50000000 0.58

El sistema SAS

Pr>F
0.6220

Pr>F

0.4587
0.3367
0.5262
0.4570
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Anexo 7. Andlisis de varianza y prueba de contrastes ortogonales, por el programa

SAS.

Testosterona 1 (ttl)

El Procedimiento GLM

Variable Dependiente: tt1

Fuente DF  Sumade cuadrados Cuadrado medio F Value
Model 4 58.1770000 14.5442500 2.54
Error 15 86.0325000 5.7355000

Total corregido 19 144.2095000
R-cuadrado Coeficiente de Raiz MSE Media tdI1
variacion
0.403420 56.28415 2.394890 4.255000

Contraste

TESTIGO vs DOSIS

Iml vs 1x2ml
2ml vs 2x2ml

Iml vs 2ml

DF Contraste SS Cuadrado F Value
medio
5.30450000 5.30450000 0.92
1.20125000 1.20125000 0.21
4.06125000 4.06125000 0.71
11.04500000 11.04500000 1.93

T

El sistema SAS

Pr>F
0.0836

Pr>F

0.3515
0.6538
0.4133
0.1855



Anexo 8. Inserto de vacuna Innosure®.

[Pfized
Innesure:

484080016

Vacuna para la eliminacion del olor sexual en la
carne de cerdos machos y método alternativo
a la castracion quirurgica.

Para uso en cerdos tinicamente
Solucion inyectable
USO VETERINARIO

BENEFICIOS Y VENTAJAS DEL PRODUCTO:
Innosure® elimina las sustancias responsables del olor sexual en la
carne de cerdos machos: la androstenona y el escatol. Este efecto se
logra cuatro semanas después de una segunda vacunacién y mediante
un efecto inhibitorio sobre el factor de liberacion de gonadotropinas
(GnRF). Innosure®: es preparado a partir de un anélogo del GnRF ligado
a una proteina transportadora. Es auxiliado con un adyuvante sintético
acuoso para incrementar el nivel y duracion de la inmunidad.
Cada dosis de vacuna contiene 0.4 mg del conjugado de GnRf modificado
+ Toxoide de Difteria.
Los cerdos machos vacunados con Innosure® ofrecen las ventajas del
crecimiento natural de los machos enteros tales como:
* Mejor eficiencia alimenticia y mejor conversién de alimento a carne.
* Menos grasa y més misculo: mas magredad en la canal.
« Tasas adecuadas de crecimiento
Adicionalmente, la vacuna permite los siguientes beneficios:
* Ningdn olor sexual en la carne
* Reduccién de comportamiento sexual después de la segunda
vacunacion.
* Mejor bienestar animal.
« Menor produccion de efluentes al medio ambiente en virtud de la mejor
conversion alimenticia.

Instrucciones: Cada dosis consiste en 2 ml. De vacuna. Los cerdos
machos enteros deben recibir dos dosis cumpliendo el siguiente
protocolo: la primera dosis debe administrarse cuatro (4) semanas antes
de la segunda dosis y la segunda dosis debe administrarse cuatro (4) a
seis (6) semanas antes del sacrificio de los cerdos.

Ejemplo: si los cerdos son enviados a sacrificio a las 23 a 25 semanas
de edad; la primera dosis debe aplicarse a las 15 semanas de edad y la
sequnda dosis debe aplicarse a las 19 semanas de edad.

Dos semanas antes de enviar los cerdos a sacrificio debe hacerse una
inspeccion visual; el cerdo que presente comportamiento de monta
frecuente debera recibir una dosis adicional de 2 ml. y debe ser enviado
a sacrificio cuatro (4) semanas después de esta (ltima vacunacion.
Esto puede ocurrir por un error humano al no aplicar correctamente a un
cerdo la primera 6 la segunda dosis.

Via de administracion: Subcutanea, en la base del cuello detrés de la oreja.

ADVERTENCIA: La inyeccion accidental en humanos puede afectar
la fertilidad y el embarazo en las mujeres. Este producto no debe ser
manipulado por mujeres en estado de embarazo. En caso de unainyeccion
accidental se recomienda consultar al médico inmediatamente.

Esta vacuna esté contraindicada en cerdos destinados a reproduccion.
Manténgase fuera del alcance de los nifios, animales domésticos y
personas discapacitadas.

Almacénese a temperaturas entre 2°C y 8 °C. No debe congelarse.
Venta bajo formula de Médico Veterinario.

PRECAUCIONES:

1. Almacene de 2° a 8° C. La exposicion prolongada a temperaturas mas
elevadas puede afectar adversamente la potencia. No congele.

2. Utilice los contenidos completos una vez abierto el producto.

3. Puede haber infl ion después de la v ion y en una
proporcion pequefia de los cerdos, lo cual puede durar varias semanas
antes de disminuir gradualmente.

4. Manténgase fuera del alcance de los nifios, animales domésticos y
personas discapacitadas.5. Este producto ha demostrado ser eficaz en
animales sanos.

Si los animales estan incubando una enfermedad infecciosa, son mal
alimentados o tienen parasitos, estan tensos debido al transporte o las
condiciones ambientales, o de algdn otro modo inmunocomprometidos,
o la vacuna no es administrada de acuerdo con las instrucciones de la
etiqueta, puede ser que no se produzca una respuesta inmune.

Pfizer Salud Animal
Manufacturado por:
Pfizer Animal Health S.A.,
Rue Laid Burniat 1,

1348 Louvain — la —Neuve,
Bélgica.

Importado y Distribuido a Centroamérica por:
Pfizer Centroamérica/Panama.

Registros:
Costa Rica Reg. MAG. No.:  BE7-64-36-4344
Honduras Reg. No.: PB-598

VET-2007-03-3582
RB-418-10

El Salvador Reg. No.:
Panama Reg. No.:

Presentaciones y Contenidos Netos:
50 dosis (100 ml)
125 dosis (250 ml)
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