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Castracion quimica en el perro mediante la aplicacion
intraepididimal de sustancias esclerosantes

Chemical castration in dogs by the intra-epididymal application of
sclerosing substances

José Goicochea Vargas'S, Yusepe Gomez Marin!, Marcelo Ratto Fuster?,
Alfonso Chavera Castillo®, Wilson Rondon Jorge', Fidel Acosta Pachorro!,
Carlos Ballarte Zevallos*

RESUMEN

Se evaluaron los efectos clinicos, pardmetros espermaticos y lesiones macroscopicas
e histologicas que ocasiona la castracién quimica en perros mediante la aplicacion de
sustancias esclerosantes. Se establecieron tres grupos: (G, n=10), gluconato de
clorhexidina al 4%, (G2, n=10), cloruro de benzalconio 4% + cetrimida al 0.4%, y (G3,
control, n=5) cloruro de sodio al 0.9%, a dosis de 0.5-1.0 ml por via intraepididimaria
(IEPD) y bilateral el dia 0. Los efectos se evaluaron los dias 2, 7, 14, 28 y 56 pos-aplicacion.
La oligospermia manifiesta fue observada en 9/10 animales del G1 (90%)y en 7/10 del G2
(70%) al dia 2 pos-aplicacion, con un descenso critico de la concentracion espermatica
(3.78£6.3 x 10%/mly 0.95+0.89 x 10%ml, respectivamente, motilidad de 0.10+0.32 - 0.200.42%
con movimiento oscilatorio, sin avance progresivo y vitalidad de 0.30+0.67% - 0% en
ambos grupos. La azoospermia se detectd en todos los eyaculados de ambos grupos a
partir del dia 28, mientras que las variables espermaticas fueron normales en los perros
del grupo control. Los cambios macro y microscépicos fueron hidrocele, hemorragia intra
y extratubular, destruccion y necrosis de la pared tubular, siendo mas severa en G2,
atrofia de los tiibulos seminiferos con reemplazo de tejido fibrotico, quistes y formacion
de espermiogranulomas a partir del dia 7 en G2 y G1. La castracion quimica se considera
una alternativa para la esterilizacion masiva en perros.
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The clinical effects, sperm parameters and macroscopic and histological lesions
caused by chemical castration in dogs through the application of sclerosing substances
were evaluated. Three groups were established: (G1, n=10), 4% chlorhexidine gluconate,
(G2, n=10), 4% benzalkonium chloride + 0.4% cetrimide, and (G3, control, n=5) chloride of
0.9% sodium, at a dose of 0.5-1.0 ml intra-epididymal (IEPD) and bilateral on day 0. The
effects were evaluated on days 2, 7, 14, 28 and 56 post-application. The manifest
oligospermia was observed in 9/10 animals of G1 (90%) and in 7/10 of G2 (70%) at day 2
post-application, with a critical decrease of sperm concentration (3.78 + 6.3 x 10%ml and
0.95+0.89 x 10%/ml, respectively, motility of 0.10 +0.32 - 0.20 = 0.42% with oscillatory
movement, without progressive advance and vitality of 0.30 + 0.67% - 0% in both groups.
Azoospermia was detected in all ejaculates of both groups from day 28, while sperm
variables were normal in the dogs of the control group. The macro and microscopic
changes were hydrocele, intra and extratubular haemorrhage, destruction and necrosis
of the tubular wall, being more severe in G2, atrophy of the seminiferous tubules with
replacement of fibrotic tissue, cysts and formation of spermiogranulomas from day 7 on
G2 and G1. Chemical castration is considered an alternative for mass sterilization in dogs.
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INTRODUCCION

Diversos métodos han sido empleados
para el control de la natalidad en los caninos.
En el caso de los machos, la castracion qui-
mica es un método que consisten en la admi-
nistracion de sustancias esclerosantes por via
intra-testicular o intra-epididimal (Pineda y
Hepler, 1978; Goicochea et al., 2004; Soto et
al., 2009) o intraepididimal (Pineda et al.,
1977; Pineda y Hepler, 1978; Goicochea et
al.,2004; Leoci et al., 2019), con el objetivo
de provocar lesiones permanentes del
parénquima testicular y la obliteracion del
epididimo con la consecuente azoospermia,
evitando asi las desventajas de la cirugia, como
costo y cuidados postoperatorios (Freeman y
Coffey, 1993; Soto et al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue detallar
las lesiones anivel del epididimo, los cambios
en los pardmetros espermaticos (volumen,
concentracion, motilidad y vitalidad esperma-
tica), alteraciones del volumen testicular y
epididimario, lesiones macroscopicas y mi-

croscopicas y el grado de dolor que ocasio-
nan la clorhexidina 4% y el cloruro de
benzalconio 4% + cetrimida al 0.4% cuando
son aplicadas via intraepididimal por aproxi-
macion percutanea.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron al azar 25 perros va-
gabundos, con testiculos normales, clinica-
mente sanos, de edades entre 2.5 y 7 afios
(4.5 +1.0) y pesos entre 6 y 25 kg (13.64 £
5.65),y de diverso tipo racial. Los perros fue-
ron distribuidos aleatoriamente en tres gru-
pos experimentales: Grupo 1: solucion de
gluconato de clorhexidina 4% (n=10); Grupo
2: cloruro de benzalconio 4% + cetrimida al
0.4% (n=10); Grupo 3 (Control): suero fisio-
logico al 9% (n=5). Los animales fueron tran-
quilizados con 1 mg/kg /IM de xilacina al 2%.
Luego se aplico 0.5 a 1.0 ml via intra-
epididimal (IEPD) bilateral de la sustancia
quimica esclerosante, empleando jeringa de
tuberculina y aguja 26 G x 5/8". Los animales
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Cuadro 1. Variables espermaticas (promedio #+ d.e.) de eyaculados de perros
quimicamente vasectomizados mediante la aplicacion intraepididimal de
gluconato de clorhexidina al 4% (G1), cloruro de benzalconio al 4% +
cetrimida al 0.4% (G2), y con cloruro de sodio 0.9% (G3, grupo control)

Gl G2 G3
Eyaculados (n) 37 37 20
Volumen (ml) 2.6+ 1.3 1.6+ 0.8b 1.6+0.8°
Concentracion 107.0+£ 1923  68.9+176.6° 294.48 + 169.5°
espermatica (10°/ml)
Motilidad 24.1 +40.1° 23.0 +38.3° 85.2 + 6.3
Vitalidad 24.8 + 41 30 24.1 + 40.2° 94.0 + 07°

ab | etras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias significativas (p<0.05)

fueron evaluados en el dia 0 (dia del trata-
miento) y a los 2, 7, 14, 28 y 56 dias pos-
aplicacion.

Los eyaculados (primera y segunda frac-
ciones) se recolectaron a través de la mani-
pulacion digital y sin presencia de perra cela-
dora. Los parametros seminales fueron de-
terminados mediante el espermiograma con-
vencional. El volumen testicular se calculd
mediante la formula empirica propuesta por
Lambert (1951): VT = longitud (L) x ancho
(A) x altura (H) x 0.71, y el volumen del
epididimo empleando la férmula para un pro-
bable esferoide: VEp=4.1888 x (L/2)2 x (H/
2)/1000, donde las medidas fueron determi-
nadas mediante ultrasonografia empleando un
ecografo Aloka Prosound 6, con transductor
lineal de 13 Mhz.

La vitalidad se determind a través de la
tincion supravital con eosina-nigrosina (tincion
de Blom) y la algesia se evalud durante los
primeros siete dias pos-aplicacion mediante
la escala modificada de Waterman-Pearson
(1999), el cual evalua seis parametros (pos-
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tura, actividad locomotriz, vocalizacion, aten-
cion al testiculo, comportamiento y respuesta
a la manipulacion testicular) asignandole un
puntaje de 0 — 3 para cada parametro, en una
escalaque vade 0 a 18, donde 0: ausencia de
dolor, 1 - 6: leve, 7-12: moderadoy 13 - 18:
severo.

Para el estudio histologico se seleccio-
no aleatoriamente un animal por tratamiento
por dia de evaluacidén y se realizd una
orquiectomia pre-escrotal. Las muestras del
epididimo y testiculo fueron procesadas se-
gun Luna (1968).

Los resultados fueron analizados me-
diante analisis de varianza, utilizando los mo-
delos lineales generales (PROCGLM) del
paquete estadistico SAS/STAT (1999) y las
pruebas de comparacion multiple (HSD de
Tukey) con p<0.05 de confianza. El volumen,
motilidad y vitalidad espermatica como va-
riables dependientes expresados en porcen-
taje fueron transformados al arcoseno para
los analisis estadisticos respectivos.
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Figura 1. Motilidad (A) y vitalidad espermatica (B) en perros sometidos a vasectomia quimica
con gluconato de clorhexidina al 4% (G1), cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida
al 0.4% (G2) y cloruro de sodio al 0.9% - Grupo control (G3). p<0.001

Cuadro 2. Volumen testicular (promedio + DE) de perros

quimicamente

vasectomizados mediante la aplicacion intraepididimal de gluconato de
clorhexidina al 4% (G1), cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida al 0.4%
(G2), y cloruro de sodio 0.9% (G3, Control)

G2 G3
Volumen testicular (ml) 11.1 £4.0° 8.4+3.4° 8.6 +£2.4°
Volumen epididimario (ml) 1.0 £0.6* 0.9 £0.6 1.1 £1.32

ab | etras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias significativas (p<0.05)

RESULTADOS Y DISCUSION

Volumen y Concentracion Espermatica

Se hizo el analisis espermatico de 94
eyaculados. Se observo un efecto de trata-
miento (p=0.001) y tiempo (p=0.003) con re-
lacion a la variacion del volumen del eyaculado
y concentracion espermatica, pero no existio
interaccion entre estas dos variables (p=0.9)
(Cuadro 1).

El volumen del eyaculado disminuyo
significativamente (p<0.05) en los perros de
los grupos G2 y G3 (Cuadro 1). De igual ma-

nera, la concentracion espermatica fue
significativamente menor en comparacion
con el grupo testigo (p<0.05), pero similar
entre ellos. El descenso de la concentracion
espermatica ocurri6é de manera abrupta a los
2 dias de la aplicacion, con una reduccion
del 98% (G1) y 99% (G2) afectando a 9/10 y
7/10 de animales, respectivamente, y sin
comprometer la libido ni la ereccion peneana.
La concentracién espermatica fue menor que
cuando se aplico gluconato de zinc en dimetil
sulfoxido (DMSO) al 0.5% por via
intratesticular (Soto et al., 2009), lo cual po-
dria impedir que estos perros pudieran dejar
gestantes a las hembras, a diferencia de lo
que ocurre cuando se aplican otros compues-
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Figura2. Volumen testicular (A) y epididimario (B) durante el periodo experimental en en pe-
rros sometidos a vasectomia quimica con gluconato de clorhexidina al 4 % (G1),
cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida al 0.4% (G2) y cloruro de sodio al 0.9% -
Grupo control (G3). p<0.001

Figura 3. Area hemorragica de la cola del epididimo, dia 2 pos-aplicacién intra-epididimaria de
gluconato de clorhexidina 4% (A) y cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida al 0.4% (B)

Figura 4. Lesion hemorragica de la cola del epididimo, dia 7 pos-aplicacion intra-epididimaria de
gluconato de clorhexidina 4% (A). Hidrocele, producido por el cloruro de benzalconio
al 4% + cetrimida al 0.4% (B)
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Figura 5. Presencia de tejido esclerosado en la cola del epididimo producida por el gluconato de
clorhexidina 4% 28 dias pos-aplicacion (A). Exudado purulento separado de la cola
del epididimo producida por el cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida al 0.4% (B)

Figura 6. Adherencias de la cola del epididimo a la tunica 56 dias después de la aplicacion de
gluconato de clorhexidina 4% (A). Esclerosis producida por el cloruro de benzalconio
al 4% + cetrimida al 0.4% (B)

Figura 7. Lamido de escroto (A) y edema escrotal (B) detectado en algunos animales al 5° dia
después de la aplicacion de cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida al 0.4%

6 Rev Inv Vet Peru 2020; 31(3): e18155



Castracion quimica en el perro

tos quimicos (Koger, 1978), que ademas al-
teran el comportamiento sexual debido a una
disminucién de los niveles de testosterona
(Tepsumethanon et al., 2005).

La azoospermia franca detectada a par-
tir del dia 28 fue producida por la intensa
fibrosis con formaciones quisticas y esper-
miogranuloma en la cola epididimal (Figura
1) y que ocurre mas tempranamente que
cuando se aplica clorexidina en 50% de
DMSO (Pineda et al., 1977).

Motilidad y Vitalidad Espermatica

Se observd un efecto de tratamiento
(p=0.001), tiempo (p=0.001) e interaccion
(p=0.001) con relacion a la motilidad y vitali-
dad espermatica, donde los perros de los gru-
pos 1 y 2 mostraron una disminucion drastica
de estas variables desde el dia 2 hasta el dia
56 del tratamiento (Cuadro 1; Figura 1).

El porcentaje de motilidad espermatica
previo al tratamiento de los tres grupos expe-
rimentales estuvo dentro de los rangos nor-
males, disminuyendo de manera manifiesta
entre el dia 7 y 14 en todos los animales de
los grupos G1 y G2, a excepcion de un perro
de G1, quien presentd escasos espermato-
zoides vivos y pobre motilidad, siendo consi-
derado infértil de acuerdo con Oettle (1993).

Si bien se detectd una escasa presencia
de espermatozoides en los eyaculados desde
el dia 2 hasta el dia 28 de la aplicacion en los
grupos G1 y G2, la mortalidad fue del 100%,
a excepcion de dos de perros de G1 quienes
presentaron una vitalidad de 1-2%.

Volumen Testicular y Epididimario

El volumen testicular disminuyo
significativamente (p<0.05) en los perros tra-
tados del G2 y G3, mientras que el volumen
epididimario no fue afectado por el tratamien-
to (Cuadro 2; Figura 2). Se aprecio un leve
incremento del volumen testicular al 2° dia
pos-aplicacion que se extendié hasta el dia
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14, para luego disminuir significativamente
(p<0.05) en ambos grupos, en comparacion
con la orquiectomia quimica que provocan una
mayor area inflamatoria y mayor agresion al
parénquima testicular (Immegart y Threlfall,
2000). Asimismo, el volumen epididimario
increment6 debido al proceso inflamatorio
extensivo y difuso inicial (Figura 2), exacer-
bada por el incremento de la presion
intraluminal producida por la deposicion de
las sustancias inyectadas; no obstante, este
incremento no fue diferente del observado
en el grupo control.

Lesiones Macroscépicas

El edema escrotal y hemorragia de la
cola del epididimo (Figuras 3 y 4) e hidrocele
fueron los hallazgos mas importantes detec-
tados al dia 2 del experimento, siendo mas
evidentes en los animales del G1. El hidrocele
se mantuvo en casi todos los animales hasta
el dia 28, mientras que la hemorragia estuvo
presente en algunos animales hasta el dia 14.
Ademas, la presencia de fibrosis de la tunica
vaginal y albuginea (Figura 5) y de
adherencias (Figura 6), fueron detectadas a
partir del dia 7 hasta el dia 56, y la esclerosis
del epididimo fue apreciada entre el dia 14 al
56 postratamiento (Figura 5). Por otro lado,
el dia 28 se apreciod, en algunos animales de
ambos grupos, un proceso inflamatorio puru-
lento de la cola del epididimo (Figura 5B).

Los signos clinicos inflamatorios produ-
cidos por la aplicacion del gluconato de
clorexidina al 4% (G1) y el cloruro de
benzalconio al 4% + cetrimida 0.4% (G2) no
solo comprometieron la integridad de la cola
del epididimo, sino también al testiculo y las
estructuras adyacentes, siendo el hidrocele,
con presencia moderada de fluido seroso, el
hallazgo mas frecuente. Asimismo, la hemo-
rragia fue un signo también manifiesto en al-
gunos animales de ambos grupos (G1, G2), la
cual fue observada hasta el dia 14 acompa-
fiada de adherencias entre los dias 7 y 56.
Las lesiones encontradas en este estudio fue-
ron similares a las comunicadas en perros so-
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Figura 8. Cola del epididimo 2 dias después del tratamiento. A: Destruccion total de la pared
tubular (200x), aplicacion de gluconato de clorhexidina 4%; B: Necrosis, hemorragia
severa e infiltracion de células inflamatorias (200x), cloruro de benzalconio al 4% +
cetrimida al 0.4%. Tincion Hematoxilina-eosina

metidos a orquiectomia quimica (Goicochea et
al.,2004; Levy et al., 2008; Soto et al., 2009).

Lesiones Microscopicas

Las lesiones microscopicas estuvieron
circunscritas a la cola del epididimo, perma-
neciendo el cuerpo y la cabeza sin lesiones.
En el dia 2 (Figura 8), se observo severa he-
morragia con presencia de células
inflamatorias (polimorfonucleares) en G1,
como hallazgo mas importante. Asimismo, se
aprecid destruccion de la pared de algunos
tubulos epididimarios, otros con pared delga-
day necrosada, tiinica albuginea delgada y la
externa engrosada y hemorragica. Asi mis-
mo, en muestras de G2 (Figura 8B) se en-
contr6 inflamacion y necrosis severa,
submucosa tubular, media y externa suma-
mente engrosada, con mucosa epitelial
descamada y obstruida.

Estas lesiones son producidas por el
efecto altamente irritante de las sustancias
quimicas evaluadas (Hurber ez al., 1988;
Thomson; 2002). Por otro lado, el incremen-
to de la presion en la cola del epididimo ejer-
cida durante la administracion de las sustan-
cias quimicas podria haber contribuido al pro-

ceso hemorragico/inflamatorio inicial. No obs-
tante, la necrosis de la pared de los tibulos y
el engrosamiento y hemorragia de la tunica
externa observada en G2 indica que el cloru-
ro benzalconio al 4% + cetrimida 0.4% indu-
ce a una mayor necrosis y descamacion del
epitelio tubular (Figura 8B).

En los perros de G1 en el dia 7 (Figura
9A) se aprecian rezagos de hemorragia, asi
como una extension del proceso inflamato-
rio, epitelio destruido, tubulos epididimarios
dilatados, tinica albuginea fibrosada, desca-
macion y necrosis. Asimismo, en G2 (Figura
9B) se observa una reaccion inflamatoria se-
vera de tipo supurativo, pérdida de la arqui-
tectura tubular, destruccion total de los
tubulos, mucosa, submucosa y media y pared
epitelial delgada con presencia de células
vacuoladas.

Hacia el dia 14 (Figura 10A), el proce-
so inflamatorio de moderado a severo conti-
nta en G1. Se observa necrosis supurativa
hemorragica, incremento de tejido fibrotico
peritubular, tibulos dilatados y formaciones
quisticas con presencia de espermiogra-
nulomas. En G2 (Figura 10B) se observa una
reaccion inflamatoria severa, supurativa di-
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Figura 9. Cola del epididimo 7 dias después del tratamiento. A: Necrosis y hemorragia intra y
extratubular (100x), gluconato de clorhexidina 4%; B: Espermiogranuloma (200x),
cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida 0.4%. Tincion Hematoxilina-eosina

Figura 10. Cola del epididimo, 14 dias después del tratamiento. A: Tubulos con pared engrosada
y fibrosis externa (100x), gluconato de clorhexidina 4 %. B: Ttbulos dilatados, fibrosis
y espermiogranuloma (40x), cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida 0.4%. Tincién

Hematoxilina-eosina

fusa extensiva, tibulos epididimales irregula-
res con pared delgada, presentando extensa
y severa fibrosis, con numerosos y grandes
espermiogranulomas. Ademas, adherencias
fibrosas con la tunica albuginea testicular.

El dia 28 (Figura 11A), los animales del

G1 presentan quistes tubulares con material
inflamatorio y espermadtico, espermiogra-
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nulomas, con pared alineada por células apla-
nadas y la externa gruesa y fibrosa. Los ani-
males del G2 (Figura 9A) presentan la cola
del epididimo severamente dafiada, con he-
morragia y necrosis, tiinicas engrosadas y la
externa fibrosada y hemorragica, células
inflamatorias con presencia de células mono-
nucleadas y fibrina, presencia de areas de
espermiogranulomas.
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Figura 11: Cola del epididimo, 28 dias después del tratamiento. A: tibulos quisticos, fibrosis y
gran espermiogranuloma (40x), gluconato de clorhexidina 4%; B: Infiltracion de
polimorfonucleares y espermiogranuloma, cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida

0.4%. Tincion Hematoxilina-eosina

Figura 12: Coladel epididimo, 56 dias después de la aplicacion. A: Formaciones quisticas, tinica
media y albuginea fibrosada (100x), gluconato de clorhexidina 4%; B: Fibrosis exter-
nay espermiogranuloma en formacion (100x), cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida

0.4%. Tincion Hematoxilina-eosina

El dia 56 (Figura 12), ambos grupos (G1
y G2) presentan algunos tibulos con nume-
rosas formaciones quisticas y espermiogra-
nulomas, algunos con fibrosis de la tinica
media y de la albuginea; esta ultima con he-
morragia, hemosiderina y fibrosis de mode-
rada a intensa.

10

Los cambios degenerativos a nivel de
la cola del epididimo que indistintamente sue-
len presentarse en menor o mayor grado en
G1y G2 desde el dia 7hasta el dia 56, corres-
ponden a la pérdida de la arquitectura tubular,
formaciones quisticas y presencia de esper-
miogranulomas; lesiones similares a las repor-
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Figura 13. Cola del epididimo. A: Tubulos epididimarios normales (40x); B: Lumen amplio,
estereocilios cortos y espermatozoides dentro del lumen tubular. Tincién Hematoxilina-

eosina
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Figura 14. Niveles de dolor experimentados por los perros sometidos a epididimectomia quimi-
ca. G1: gluconato de clorhexidina al 4%; G2: cloruro de benzalconio al 4% + cetrimida
al 0.4%; G3, Control, cloruro de sodio al 0.9%

tadas en otros estudios (Pineda, 1977; Goicochea
et al., 2004), aunque Fahim ef al. (1993) no
encontrd espermiogranulomas en el tejido
testicular al realizar la orquiectomia quimica.

Hacia el final del experimento, las colas
epididimarias presentaron una destruccion
total de los tiibulos e intensa fibrosis (Figura

11A), en forma similar a otros reportes (Pi-

Rev Inv Vet Pera 2020; 31(3): e18155

neda et al.,1977; Pineday Hepler, 1978), aun-
que con la aplicacion de gluconato de zinc
por via intratesticular puede ocurrir entre los
60y 75 dias pos-aplicacion (Tepsumethanon
et al., 2005). Asimismo, la presencia de
pigmentos de hemosiderina (Figura 10B) pro-
ducida de manera secundaria a la hemorra-
gia indica la cronicidad del trastorno.
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En el grupo control no se presentaron
lesiones ni a nivel testicular ni a nivel de la
cola, cuerpo y cabeza del epididimo (Figura 13)
en todos los cortes histologicos evaluados.

En la medicion del grado de algesia se
observo un efecto de tratamiento (p=0.001)
y tiempo (p<0.001), aunque no de interaccion
(p=0.9) entre los tratamientos y los dias de
evaluacion (Figura 14). El nivel de algesia en
los perros sometidos a la epididimectomia
quimica fue diferente a los 7 dias de evalua-
cion, presentando un mayor grado de dolor
los animales del G1 y G2 (p<0,05) en compa-
racion con el grupo control (G3), siendo el
parametro ‘lamido frecuente’ el que tuvo el
puntaje mas alto, debido a una mayor infla-
macion, necrosis y hemorragia causada por
las sustancias quimicas aplicadas.

CONCLUSIONES

e Laepididimectomia quimica mediante la
aplicacion bilateral e intraepididimaria de
gluconato de clorhexidina 4% o con clo-
ruro de benzalconio al 4% + cetrimida
0.4%, provocan una intensa fibrosis en
la cola del epididimo con la consecuente
azoospermia a partir del dia 28, e incre-
mento inicial del volumen testicular e
epididimario para retornar a sus voliime-
nes basales al dia 56.

e Laepididimectomia quimica induce a un
mayor nivel de algesia, pero controlable
en los perros tratados con benzalconio
al 4% + cetrimida 0.4%, y soportable al
gluconato de clorhexidina 4%.
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