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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluaron los cambios de la concen-
tracion de testoterona en suero sanguineo en respuesta a la
estimulacién con GnRH en toros mestizos (5/8 Bos taurus 3/8
Bos indicus), infectados experimentalmente con Trypanosoma
vivax. La determinacién de testosterona fue llevada a cabo
mediante el ensayo inmunofluorométrico estandarizado (DEL-
FIA). Tres (3) toros (cuyas edades oscilaban entre 24 y 30 me-
ses) fueron evaluados clinica y parasitolégicamente, ademas
se realizé el seguimiento de la calidad espermatica durante el
proceso de experimentacion. La determinacion de la concen-
tracién de testosterona durante el perfodo de post-infeccién se
realizé en la fase crénica de la enfermedad (65 dias posterior
a la inoculacién). Los resultados indican que los animales in-
fectados responden més lentamente al estimulo con GnRH, y
la concentracién de testosterona producida es menor. Este re-
sultado es consistente con la hipétesis que la tripanosomiasis
puede interferir en la modulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-
génada, afectando la esteroidogénesis testicular.

Palabras clave: GnRH, testosterona, tripanosomiasis, ensayo
inmunofluorométrico.

ABSTRACT

Present work deals with the evaluation of changes in testoster-
one concentration as a response to treatment with GnRH in
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crossbred bulls (5/8 Bos taurus 3/8 Bos indicus) infected ex-
perimentally with Trypanosoma vivax. The determination of
testosterone was carried out by means of standarized inmuno-
fluorometric essay (DELFIA). Three bulls (whose ages range
between 24 and 30 months old) were evaluated clinical and
parasitologically, also for spermatic quality during experimental
period. Determination of concentration of testosterone postin-
oculation, was carried out during chronic phase of the illness
(65 after inoculation). Results indicate that infected animals
have a slower response to the stimulus with GnRH, also they
have a smaller concentration of testosterone.These results are
consistent with the hypothesis that trypanososmiasis may inter-
fere in the modulation of the hypothalamic-hypophisis-gonadal
axis by tripanosomiasis afecting testicular steroidogenesis.

Key words: GnRH, testosterone, tripanosomiases, fluoroinmu-
noassay.

INTRODUCCION

La tripanosomiasis bovina es causada por el Trypanoso-
ma vivax y es considerada entre las enfermedades mas impor-
tantes responsable de ciertos desdrdenes del sistema repro-
ductor, tanto en machos como en hembras [2, 7, 8, 15, 16].
Especificamente, existen reportes en los que machos infecta-
dos con Trypanosoma spp., han demostrado alteraciones del
comportamiento sexual y de la calidad espermatica [13, 14,
15]. El mecanismo mediante el cual la enfermedad afecta la
funcion sexual de los individuos, no estéd claramente definido,
considerandose como una posibilidad la interrupcion de la co-
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municacién a nivel del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada [4].
Como es bien conocido, el sistema reproductor estéd bajo con-
trol neuroendocrino. El hipotdlamo produce los factores libera-
dores de gonadotropinas (GnRH) que estimulan la porcion an-
terior de la hipéfisis (adenohipdfisis), para producir las gonado-
tropinas (FSH, LH/ICSH, prolactina, y luteotropina). En el caso
de individuos masculinos, la LHACSH {Hormona Estimulante
de las Células Intersticiales) actGa sobre los testiculos, estimu-
lando la produccién de testosterona por parte de las Células
de Leydig y modula la espermatogénesis, entre otras funcio-
nes [5]. Enfermedades como las tripanosomiasis, pueden cau-
sar lesiones en el hipotdlamo, adenohipdfisis y gbnadas, inte-
rrumpiendo el control neuro-endocrino de la reproduccion, el
cual puede resultar en una amplia variedad de desordenes re-
productivos [16], especificamente, se puede resaltar el reporte
realizado por Mutayoba [12], en el cual se hace referencia a la
presencia de T. vivax en la hipdfisis de bovinos infectados.
Aungue una cantidad considerable de investigaciones han sido
enfocadas hacia el estudio de la tripanosomiasis, son escasos
los estudios dirigidos a la disfuncién reproductiva inducida por
la enfermedad. El objetivo del presente trabajo fue determinar
el efecto de la infecciéon con T. vivax sobre la produccién de
testosterona inducida por la estimulaciéon con GnRH, en toros
mestizos (5/8 Bos taurus, 3/8 Bos indicus).

MATERIALES Y METODOS

Localidad

El trabajo experimental fue realizado en las instalaciones
del Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias (FO-
NAIAP), ubicado a 452 m.s.n.m. en la ciudad de Maracay, Es-
tado Aragua, Venezuela. Dicha regidn se caracteriza por pre-
sentar una humedad relativa de 70% y precipitacion promedio
de 700mm. La experimentacion se realizé durante el periodo
de sequia con una temperatura promedio de 30°C y un fotope-
riodo de doce horas luz/dia.

Animales

Tres (3) toros de edad comprendida entre 24 a 30 me-
ses, en excelentes condiciones de salud, se eligieron al azar a
partir de un grupo de 16, a los que se les habia efectuado un
seguimiento de la condicién fisica, clinica y parasitolégica asi
como de la calidad espermatica, durante el afio previo al expe-
rimento. Los mismos se alimentaban diariamente con una
mezcla de pastos picados (Panicum maximum + Pennisetum
purpureum, cuyo perfil bromatolégico fue el siguiente: PC:
9,40%, FC: 30,65%, EE: 2,26%, P: 0,29%, Ca: 0,56% y agua
ad libitum.

infeccidn experimental

Los tres animales seleccionados se inocularon con 1 mL
de sangre de ovejo infectado con T. vivax (aislado “Tucacas”
donado por el Laboratorio de Parasitologia, Facultad de Cien-

504

cias Veterinaria, Universidad Central de Venezuela). La con-
centracién de parasitos inoculada fue de 108 trip/mL, cuantifi-
cada con la camara de Neubahuer. Posterior a la inoculacion
los animales se colocaron en vaqueras aisladas para evitar la
transmision de la infeccién.

Evaluacién fisica, clinica y parasitolégica

Los parametros monitoreados durante toda la fase expe-
rimental fueron peso corporal, circunferencia escrotal, tempe-
ratura corporal, hematocrito y parasitemia, ésta dltima median-
te la téenica de Woo [18].

Evaluacion de la calidad de semen

Las muestras fueron analizadas sobre la base de los si-
guientes parametros: motilidad individual, atipias presentes, con-
centracion espermatica segun los procedimientos propuestos por
Lunstra [9] y viabilidad (mediante la tincidn con azul de tripano).

Evaluacién hormonal

La determinacién hormonal se realizd en dos fases, la
primera fue dos semanas previas a la infeccion y la segunda
sesenta y seis dias posterior a la misma (fase cronica de la en-
fermedad). Para su determinacion, se procedio a inyectar a los
toros con Fertagyl® (solucién acuosa que contiene hormona li-
beradora de gonadotropinas, GnRH) cuya dosis individual fue
500 pg del principio activo. Las muestras de sangre fueron co-
lectadas a intervalos de 20 min. durante una hora y posterior-
mente a intervalos de cuarenta minutos hasta completar cuatro
horas, para un total de ocho muestras posteriores al reto con
GnRH. Las muestras sanguineas fueron procesadas obtenién-
dose los sueros respectivos, procediendo a congelarlos inme-
diatamente y almacenarlos a una temperatura aproximada de
—10°C, durante una semana.

La determinacién de la concentracién de testosterona
fue realizada mediante un ensayo estandarizado Inmunofluo-
rométrico, empleando un equipo para diagnéstico in vitro Del-
fia® de Wallace Oy, N° A050-101. Este método es considerado
como una excelente alternativa ya que se ha reportado que el
mismo presenta una mayor sensibilidad y precision al compa-
rar con el radio-inmunoensayo y el inmunoensayo enzimatico,
utilizando suero de bovinos [6].

La metodologia estd basada en la competencia entre
testosterona marcada con europio y la testosterona provenien-
te de la muestra problema, por un anticuerpo anti-testosterona.
El lector detecta el europio libre, que fluoresce al formar mis-
celas con agenies quelantes, fluorescencia que es inversa-
mente proporcional a la concentracion de testosterona presen-
te en las muestras.

Analisis estadistico

Se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
comparar dos muestras relacionadas, con el programa esta-
distico GraphPad Instat v2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Clinicos

Los animales infectados presentaron parasitos en san-
gre periférica a partir del séptimo dia determinada por la técni-
ca parasitologica utilizada [18]. La parasitemia fue recurrente
durante el periodo de muestreo. Ademas, presentaron sinto-
mas de anorexia, aletargamiento, pérdida de equilibrio y debili-
dad. El individuo control se mantuvo su condicién de salud. Al
cabo de diez dias, la temperatura corporal incrementé en los
animales infectados, regresando a valores normales posterior-
mente. Segln estos datos se evidencia que el periodo de incu-
bacién de los parasitos para éste caso fue de siete dias. Los
valores del volumen del paguete celular variaron desde un
28% hasta 17% el clial se recuperd (29%) posterior a las diez
y seis semanas de haber sido tratados, indicando estos datos
que los mismos desarrollaron la sintomatologia de la enferme-
dad [10].

Calidad de semen

Los animales utilizados en el experimento presentaban
buenas caracteristicas en lo que se refiere a la calidad del se-
men en el afio previo al experimento, evaluados segun el pro-
cedimiento propuesto por Lunstra y colaboradores [8]. Con
respecto a la viabilidad y la motilidad individual se observo que
ambos valores disminuyeron significativamente en los anima-
les infectados (viabilidad desde 80% hasta menos de 20%, y
motilidad desde 75% hasta menos de 10%). Analizando el por-
centaje de atipias general se encontrd que las mismas aumen-
taron con la infeccién (desde 15% hasta cerca de 50%) luego,
al final del experimento, mostré valores parecidos al control.
La circunferencia escrotal no indicé cambios significativos. Es-
tos resultados, demuestran que el mencionado hemoparasito

Testosterona
ng/mL

tiene un efecto negativo sobre la calidad espermética, el cual
puede ser atribuido a perturbaciones fisiologicas y/o endocri-
noldgicas.

Concentracién hormonal

Los cambios obtenidos con respecto a la concentracion
de testosterona después de la inyeccién con GnRH se mues-
tran en la FIG. 1. La concentracion de testosterona permanece
basal para los animales preinfectados y postinfectados durante
la primera toma de muestra (tiempo = 0 min), posteriormente
(40 min) incrementa para ambos grupos observandose una
mayor produccion de testosterona para los animales en fase
de preinfeccién en comparacién con la fase de postinfeccién
(P<0,0001), permaneciendo éste Ultimo, relativamente cons-
tante durante cuatro horas.

Los cambios en la concentracidn de testosterona obser-
vados cuando los animales se encontraban sanos confirma la
eficacia del producto utilizado para generar la estimulacién que
se traduce en la produccion de la hormona, ademas se encon-
tré6 que dicha estimulacién disminuye cuando los animales se
encuentran en fase de infeccién (cronica), por lo que los resul-
tados sugieren que la enfermedad ya sea directa o indirecta-
mente esta involucrado en los cambios esteroidogénicos ob-
servados, es decir, los testiculos de los toros infectados pre-
sentaron una menor capacidad de producir testosterona. Re-
sultados semejantes han sido reportados por Boly y col. [3, 4].
Esta baja produccién de testosterona después del reto con
GnRH permite inferir que los cambios reflejados pueden ser
ocasionados por diversas causas como lo son: 1) Deterioro so-
bre la adenohipéfisis con incapacidad de liberar ICSH, 2) Aun-
gue se produzca la hormona, ésta presente un cambio en su
conformacién lo que impediria su reconocimiento por parte de
las células de Leydig, 3) que la tripanosomiasis promueve
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‘—~I— Post-infeccion ‘
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FIGURA 1. VALORES PROMEDIO DE TESTOSTERONA $ERICA OBTENIDOS POSTERIORMENTE A LA ESTIMULACION
CON GnRH, PREVIO Y POSTERIOR A LA INFECCION EXPERIMENTAL CON Trypanosoma vivax. P < 0,0001.
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cambios sobre la produccién de hormonas adrenales que in-
terfieren en la esteroidogénesis [12] 6, 4) el dafio es directo
sobre las génadas, especificamente las células de Leydig, tra-
duciéndose en la imposibilidad de los testiculos a ser estimula-
dos para la produccién de testosterona. Este Ultimo punto ha
sido reportado por Soudan y colaboradores [17], quienes en-
contraron una reduccién de receptores de ICSH en las células
de Leydig de ratén, debido a la infeccién con Trypanosoma.

Debido a que en el presente trabajo Unicamente se mi-
dié el efecto mediante la variacién de la concentracién de hor-
monas, no es posible precisar el nivel o niveles que ocurre la
interrupcién de la comunicacion del eje reproductor, por lo que
se hace necesario realizar estudios complementarios al actual
determinando otras hormonas como por ejemplo la LH, lo que
permitiria discriminar con mayor precision el nivel al cual pue-
dan ocurrir los cambios que generan la disfuncién del sistema
reproductor.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La infeccién experimental con T. vivax fue capaz de alte-
rar la actividad reproductiva de toros mestizos (5/8 Bos taurus,
3/8 Bos indicus) medida en términos de calidad de semen.

Aungue ho se determina a que nivel del eje Hipotalamo-
Hipéfisis-Gonada estd afectando la infeccion con Trypanoso-
ma vivax, los resultados aqui sefalados indican que la capaci-
dad de producir testosterona (ya sea por efecto directo o indi-
recto) por parte de las células de Leydig disminuye considera-
blemente.

Se recomienda aumentar el nimero de animales y pro-
fundizar estudios en el area ya sea mediante determinaciones
hormonales o histoquimicas (a nivel del hipotadlamo e hipdfisis),
a fin de discernir a que nivel se pueden estar dando los cambios
y los posibles factores que puedan estar involucrados.
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