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RESUMEN

La presente investigacion busca evaluar los efectos de la aplicacion de r-met-hu
G-CSF (Filgrastim) como inductor en el desarrollo sexual de bovinos prepuberales y su
impacto en la funcion reproductiva. Se utilizaron 12 toretes de raza Brahman (edad: 9
meses; X = 239 kg p.v.) divididos en 4 grupos: control inicial (TO; n=2); control (T1,
n=3) y 2 grupos tratados (T2; n=4) y (T3; n=3), con dosis diaria via SC de Filgrastim (4
dias) [(T2; 1 pg/kg p.v.) y (T3; 4 pg/kg p.v.)]. Se realizé un analisis hematologico (serie
blanca) para determinar la respuesta de la médula 6sea (hematopoyeética) del filgrastim.
Se evalud el peso, morfometria y volumen testicular, asi como la histologia del ciclo
espermatogénico. No se encontraron diferencias significativas en las cantidades de
leucocitos entre T1, T2 y T3 (p > 0,05) durante los 60 dias de tratamiento. Sin embargo,
durante los primeros dias de tratamiento hubo un aumento significativo de eosinéfilos y
basoéfilos en relacion al control (p<0,05). T2 presentd un perfil celular germinal mas
avanzado al final de los experimentos (espermatidas elongadas) respecto al resto de
grupos, mientras que T3 alcanz6 la generacién de espermatidas redondas. No se
encontraron diferencias significativas ni en el peso, ni en el volumen testicular entre T1,
T2 y T3 (p > 0,05). Asimismo, el peso corporal y la circunferencia escrotal
permanecieron constantes independientemente del tratamiento (p > 0,05). Por otra parte,
se encontraron diferencias significativas en el nimero de espermatozoides producidos
diariamente por gramo de parénquima testicular (eficiencia espermatogénica) entre T1y
T2 (p < 0,05). En conclusion, el aumento de la eficiencia espermatogénica en los
animales tratados con filgrastim a los 60 dias de tratamiento implica un posible efecto
de aceleracion de la espermatogénesis en animales prepuberales que debera ser
explorado més detalladamente y lo sitda potencialmente como un factor estimulante del
desarrollo sexual.

Palabras clave: r-met-hu G-CSF (Filgrastim), analisis hematoldgico, hematopoyesis,
analisis histolégico, desarrollo sexual, bovino.



ABSTRACT

This research seeks to evaluate the effects of the application of r-met-hu G-CSF
(Filgrastim) as an inducer in the sexual development of prepubertal bovines and
its impact on reproductive function. Twelve Brahman bulls were used (age: 9
months; X = 239 kg b.w.) divided into 4 groups: initial control (TO; n=2); control
(T1; n=3) and 2 treated groups (T2; n=4) and (T3; n=3), with Filgrastim daily
doses via SC (4 days) [(T2; 1 pg/kg p.v.) and (T3; 4 png/kg p.v.)]. A
hematological analysis (white series) was performed to determine the response
of the bone marrow (hematopoietic) to filgrastim. Weight, morphometry and
testicular volume were evaluated, as well as the histology of the spermatogenic
cycle. No significant differences in leukocyte amounts were found between T1,
T2 and T3 (p > 0.05) during the 60 days of treatment. However, during the first
days of treatment there was a significant increase of eosinophils and basophils in
relation to control (p<0.05). T2 presented a more advanced germ cell profile
(elongated spermatids) than the rest of the groups at day 60, while T3 reached
the generation of round spermatids. No significant differences in weight or
testicular volume were found between T1, T2 and T3 (p > 0.05). Likewise, body
weight and scrotal circumference remained constant regardless of treatment (p >
0.05). On the other hand, significant differences were found in the number of
sperm produced daily per gram of testicular parenchyma (spermatogenic
efficiency) between T1 and T2 (p < 0.05). In conclusion, the increase in
spermatogenic efficiency in animals treated with filgrastim detected at 60 days
of treatment implies a possible effect of acceleration of spermatogenesis in
prepubertal animals that should be explored in more detail and makes it potential
factor for sexual development stimulation.

Keywords: r-met-hu G-CSF (Filgrastim), hematological analysis,
hematopoiesis, histological analysis, sexual development, bovine.
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1. INTRODUCCION:

1.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR

MASCULINO EN BOVINOS

El aparato reproductor del macho bovino se encuentra situado en el interior de
la cavidad abdominal, justo debajo del recto; y cuenta con las siguientes estructuras
anatémicas: testiculos, epididimos, uretra, conductos deferentes, ampollas deferentes,
glandulas accesorias (prostata, glandulas vesiculares y glandulas bulbouretrales), pene y
prepucio. (Rangel, Alarcon, & Galina, 2009).

Los testiculos son las gonadas sexuales masculinas. Su funcién es la
produccion de espermatozoides y generar la hormona testosterona, la cual determina el
desarrollo y mantenimiento de las reacciones sexuales, asi como la aparicion de los
caracteres sexuales secundarios (JICA, 2016). Estan situados fuera del abdomen, de
forma vertical dentro del escroto. Son dos estructuras grandes ovaladas y colgantes que
pueden llegar a medir 13 cm. De longitud o mas (Loayza, 2009). Cada gonada esta
rodeada de dentro hacia fuera por una tdnica albuginea, una tanica vaginal, una tunica
dartos y el escroto. Por su parte, existe el parénquima testicular, el cual estd formado
por los tabulos seminiferos (sitio de produccion de espermas), y tejido intersticial
compuesto por vasos sanguineos, linfaticos y nervios (Gnemmi & Lefebvre, 2009). Una
vez producidos los espermatozoides, estos son colectados por la rete testis, y enviados a
los conductos eferentes, los cuales desembocan en la cabeza del epididimo (Rangel,
Alarcon, & Galina, 2009).

El epididimo constituye una estructura en forma de ducto, adyacente al
testiculo. Sus funciones son el transporte, maduracion y almacenamiento de los
espermatozoides (Nichi et al., 2017). Anatdbmicamente se divide en tres partes: cabeza,

cuerpo y cola. Esta ultima parte se conecta con los conductos deferentes, los cuales
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almacenan y transportan el semen hacia la uretra durante la eyaculacion. La parte
terminal de los conductos deferentes se denominan &mpulas (JICA, 2016).

Las glandulas accesorias producen el liquido seminal, que servira para
conservar y movilizar los espermatozoides. Ademas, este liquido aporta volumen,
nutrientes y proteccion al semen (Desnoyers, Theéarien, & Manjunath, 1994). La
préstata es una protuberancia transversal situada cerca de la vejiga y la uretra. Posee dos
porciones, un cuerpo y una porcién diseminada. Su funcion es producir liquidos
alcalinos para neutralizar la condicion acida de la uretra y de la vejiga (Hiramatsu,
Yoshida, & Koda, 1975). Las glandulas bulbouretrales se localizan a ambos lados de la
uretra, y su funcion es similar a la de la prostata. Es decir, fabricar liquidos seminales
(Bruss, Schuppe, & Schill, 2004)

Las vesiculas seminales son dos y se ubican a ambos lados de la vejiga. Miden
entre 8 a 10 cm., y secretan un liquido rico en fructosa y &cido citrico (Gnemmi &
Lefebvre, 2009).

El pene es el 6rgano de la copulacion, y tiene dos funciones: la expulsion de la
orina y el dep6sito del semen en el aparato reproductor de la hembra. Se reconocen tres
partes: la base, el cuerpo y el glande, de las cuales el cuerpo es la parte mas grande
(Rangel, Alarcon, & Galina, 2009). El pene de los mamiferos esta estructurado por
capas de tejido eréctil denominadas cuerpos cavernosos y esponjosos, los cuales rodean
a la uretra. En el caso de la ereccion, estas estructuras se llenan de sangre. Sin embargo,
los rumiantes al poseer un pene fibro elastico, sus cuerpos cavernosos son menos
desarrollados, y poseen una flexura sigmoidea o “S” peneana (JICA, 2016). Por ultimo,
el prepucio constituye una porcion de tejido epitelial y mucosa que cubre el pene flacido

y lo protege (Rangel, Alarcon, & Galina, 2009).
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1.2. ESPERMATOGENESIS BOVINA

La espermatogénesis es un proceso dindmico y complejo que comprende la
division y diferenciacion del epitelio germinal del testiculo. De esta manera a partir de
células madre espermatogoniales (SSCs) se obtienen como resultado células
denominadas espermatozoides (Kim, Kim, & Kim, 2015). Todo el proceso ocurre
dentro del testiculo, y comprende tres fases principales de estudio en animales adultos
que son: espermatocitogénesis, meiosis y espermiogéenesis (Aponte, 2001).

El desarrollo de las espermatogonias ocurre antes de comenzar el proceso de
espermatogénesis. Precisamente es en el periodo fetal del animal cuando las gonadas
comienzan a diferenciarse y se asientan las células germinales primordiales. Estas
células migran desde el saco vitelino hasta llegar a las génadas a través del mesenterio
(Phillips, Gassei, & Orwing, 2010). Se cree que los mecanismos de migracion estan
basados en movimientos ameboides de las células. Una vez establecidas las células
germinales primordiales en la gbnada indiferenciada, estas comienzan a dividirse por
mitosis incrementando su numero rapidamente. De esta manera, forman los cordones
sexuales junto a un conjunto de células derivadas del epitelio celémico, que constituyen
las futuras células de Sertoli. A futuro los cordones sexuales se convertiran en los
tibulos seminiferos. A este nivel las células germinales primordiales pasan a ser
gonocitos (Oatley et al., 2004).

A la edad de 8 semanas en el bovino Bos taurus los gonocitos proliferan por
mitosis durante los siguientes dias, y quedan arrestados en la fase Go/G: del ciclo
celular. De aqui continua su proliferacion generando las espermatogonias tipo A, las
cuales se localizan en la base del tabulo seminifero en animales adultos (Aponte, 2001).
El ciclo de la espermatogénesis en el toro adulto dura aproximadamente 61 dias (Staub

& Johnson, 2018).
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1.2.1 ESPERMATOCITOGENESIS:

La espermatocitogénesis constituye el proceso de diferenciacion y renovacion
de espermatogonias mediante actividad mitotica ciclica (Jiménez, 2013). Las
espermatogonias que siguen el camino de la diferenciacién producen espermatocitos,
mientras que aquellas que siguen la via de renovaciéon proliferan con el fin de asegurar
suficientes células germinales durante las etapas reproductivas (Aponte, 2001). El
modelo méas aceptado sugiere que la mitad de espermatogonias sigue la via de la
diferenciacion, mientras que la otra mitad sigue la linea de renovacion durante estas
etapas, es decir, durante el funcionamiento normal del érgano (Martins et al., 2015).

En el proceso de diferenciacion, existen tres tipos de espermatogonias
descritos en varias especies de mamiferos: Las espermatogonias A (A1 A2 Az As), las
intermedias (In) y las B. Las espermatogonias que se dividen para diferenciarse se
mantienen conectadas formando clones, de esta manera el clon de dos espermatogonias
A se denominara A pareadas 0 Apr. (Olivera et al., 2006). De aqui en adelante el clon se
denominara segun el nimero de células 6 también A alineadas 6 Aa. Este Gltimo tipo de
espermatogonias queda arrestado en la fase G1 por un corto tiempo. Después ocurre su
division donde generan las espermatogonias Ax que constituyen la primera generacion
de espermatogonias diferenciadas. De aqui en adelante el proceso de diferenciacion es
irreversible (Cuaran & Burbano, 2014). De esta manera la dindmica de divisiones
mitoticas que permiten la formacion de espermatocitos queda establecido de la siguiente
manera:

A > Apr 2 Aal > Al > A2 > A3 > A4 - In &> B > Espermatocitos primarios

(Preleptoteno, Leptoteno, Cigoteno, Paquiteno y Diploteno) (Aponte, 2001).



14

Durante todo el proceso de espermatogénesis incluyendo la
espermatocitogénesis ocurre un proceso de muerte celular genéticamente controlado
denominado por algunos autores degeneracion o apoptosis. Este proceso permite
controlar y uniformizar las poblaciones celulares, principalmente de espermatogonias A
comprometidas en el proceso de diferenciacion a lo largo del tabulo seminifero en
animales prepuberales (Aponte, 2001). Por otra parte, el proceso de apoptosis también
permite eliminar espermatogonias dafiadas por radiacion o uso de drogas (Shukla et al.,

2012).

1.2.2 MEIOSIS:

La meiosis es un proceso de division celular, ligado a la gametogénesis en
eucariotas superiores, cuya finalidad es la reduccién e intercambio genético entre
cromosomas homdlogos, con el fin de generar espermatidas haploides (n) a partir de
espermatocitos diploides (2n) (Alemany, 2017). Esto se logra a través de dos divisiones
celulares consecutivas (I y Il). Previo a la primera meiosis, el espermatocito primario
duplica su ADN sin que ocurra division celular, y se denomina espermatocito primario
en fase de preleptoteno. De esta manera poseerd doble carga cromosdémica (2n) y
cuatriple carga de ADN (4c) (Griswold, 2015).

La primera meiosis presenta cuatro fases: profase I, metafase I, anafase | y
telofase I. de las cuales la profase | constituye la fase méas prolongada y significativa de
la meiosis (Johnson, 1995). Dura alrededor de tres semanas y se caracteriza por que los
cromosomas homologos efectian la recombinacion meidtica (crossingover),
manteniéndose unidos a través del complejo sinaptonemal. Esta fase se divide a su vez,
en cuatro sub-fases o configuraciones dependiendo de la estructura de la cromatina:

leptoteno, cigoteno, paquiteno y diacinesis (Alemany, 2017). Siguiendo el proceso, en
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la metafase | los cromosomas maternos y paternos recombinados se ubican al azar a
cada lado del ecuador. En la anafase I, los cromosomas migran hacia los centriolos del
espermatocito I. Al finalizar este primer ciclo, en la telofase I, la membrana nuclear se
reconstituye envolviendo a los cromosomas y dando lugar a los ndcleos de los
espermatocitos secundarios. Estos ultimos ingresaran a la segunda division meiotica
(Aponte, 2001).

En la segunda division mei6tica ocurre la division reduccional. Esta transcurre
muy rapidamente. El centromero, unido a cada par de cromatidas hermanas de cada
cromosoma se divide. Esto ocurre en la metafase Il. En la anafase 11 se da la separacion
espacial de los cromosomas, mientras que al finalizar la telofase I, el espermatocito
primario diploide (2n) y con cuatriple carga de ADN (4c), ha generado cuatro células
haploides (1n) con una sola carga de ADN (1c), a las cuales se denomina espermatidas

(Malaga et al., 2005).

1.2.3 ESPERMIOGENESIS

La espermiogenesis es el proceso de maduracion de las espermatidas hasta
convertirse en espermatozoides, siendo liberados desde las células de Sertoli hacia la luz
del tabulo seminifero (Aponte, 2001). La forma esférica de las espermatidas sufre una
transformacion que consta de tres fases: reorganizacion nuclear, sistema acrosémico y

formacion del flagelo (Marina, 2003).

1.3. GANADO BRAHMAN
El hato bovino ecuatoriano esta compuesto por 4 180.000 cabezas de ganado

(ESPAC, 2017), de las cuales un 19,2% se clasifica como ganado de carne (Acebo,
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2016). En los sistemas de produccion de carne del Ecuador, el tipo racial predominante
es el cebl y la raza més habitual es la Brahman (Vela, 2016). De hecho, en el ultimo
censo agropecuario nacional se contabilizaron 642.000 animales clasificados como
Brahman o cebu (ESPAC, 2017).

El ganado Brahman fue creado en los Estados Unidos a finales del siglo XIX
mediante el uso y cruzamiento de cuatro razas Bos indicus provenientes de la India
(Guzerat, Nelore, Gyr y Krishna Valley) (Riquelme, 2015). Los estadounidenses
desarrollaron una seleccién rigida y cuidadosa basados en la produccién eficiente de
carne para la mayoria de climas. Actualmente la raza Brahman se encuentra dispersa en
mas de 60 paises alrededor del mundo, principalmente en climas tropicales y sub
tropicales. El ganado Brahman ha sido mundialmente reconocido por su rapido
desarrollo y crecimiento; asi como por su rusticidad, resistencia y capacidad de

alimentacion (Gonzalez, 2019).

1.4. DESARROLLO SEXUAL

La pubertad se conoce como el proceso de adquisicion de la fertilidad, en el cual
inician las funciones neuroenddcrinas en el sistema hipotalamo-hipofisiario. Ocurre un
aumento del nivel de las hormonas gonadotroficas en la hipofisis y en la sangre,
elevando los niveles de testosterona y permitiendo, en los animales machos, la
formacion de los espermatozoides (espermatogénesis) (Ladino & Navarro, 2017). Con
estos cambios el toro desarrolla sus 6rganos sexuales funcionalmente, presenta un
instinto sexual prominente y su reproduccion es posible. Sin embargo, el alcance de la
pubertad no asegura una capacidad reproductiva completa, ya que existen diferencias
entre la edad puberal y la edad de madurez sexual. En términos generales, las razas Bos

indicus alcanzan la pubertad a edades mayores que las razas Bos taurus (Aponte, Rooji,
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& Bastidas, 2005). El ganado Brahman no es la excepcion y varios estudios reportan
que alcanzan la pubertad entre los 10 y 14,6 meses de edad (Bastidas, 1999). Otros
estudios indican que la edad de pubertad para toros cebuinos en el trépico se da entre
los 13 y 21 meses de edad (Espitia, Prieto, & Cardozo, 2006). Por su parte, la edad
peripuberal en la mayoria de bovinos aparece entre los 7 y 9 meses de edad,

considerando que existen ligeros rangos segun la raza, medio y manejo (Revelo, 2016).

1.5. FILGRASTIM

El Filgrastim es un medicamento cuyo principio activo es el factor estimulante
de colonias de granulocitos recombinante humano (rG-CSF), el cual se produce
mediante la tecnologia del ADN recombinante. El rG-CSF constituye una hormona
glicoproteica producida a gran escala por medio de E. coli, a la cual se le ha insertado el
gen humano que codifica dicha proteina (Catalan et al., 1992). El resultado es una
proteina idéntica a la proteina humana con la excepcidn de presentar una metionina en
el extremo aminoterminal, lo cual se justifica debido a su necesidad para su expresion;
ademas de no glicolisarse secundariamente (IQB, 2014). EI mecanismo de accién de
este factor de crecimiento consiste en regular la produccién y liberacién de neutrofilos
activos desde la medula 6sea, generando un aumento significativo de éstos en la sangre
periférica, como respuesta a las necesidades de defensa del huésped (IQB, 2014). Es
utilizado clinicamente en pacientes oncolégicos y en aquellos que han experimentado
trasplante de médula para tratar la neutropenia inducida por la quimioterapia, y
disminuir de esta manera, la incidencia de infecciones (Catalan et al., 1992).

Por otra parte, estudios recientes demuestran la expresion del rG-CSF en
células fuera del sistema hematopoyético. Un ejemplo es la expresion del rG-CSF en

células gliales durante el desarrollo neural, mostrando beneficios terapéuticos en el
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tejido neural. Asimismo, se ha identificado beneficios en cardiomiocitos mediante la
estimulacion y proliferacion de estas células durante el desarrollo de ratones (Wright,
Ward, & Russel, 2017). En otra investigacion se ha encontrado que el rG-CSF es
fundamental para la regeneracion muscular a largo plazo y el mantenimiento funcional
del tejido muscular en modelos de ratones con distrofia muscular de Duchenne (DMD)
(Shinsuke et al., 2015). Esto simplemente indica que el papel de aplicacion del rG-CSF
es mucho mas amplio y prometedor; y mucho més para la industria animal, donde el uso
del rG-CSF constituye un completo reto debido a los escasos estudios y efectos de este
factor en tejido no hematopoyético de especies domesticas productivas. ES necesario
estudiar el papel fisioldgico del rG-CSF en la proliferacion y diferenciacion de otro tipo
de tejidos como lo es el tejido testicular, lo cual abriria nuevos caminos y proyecciones

para el aumento de beneficios en la industria animal (Gutierrez et al., 2017).

2. JUSTIFICACION

El sector agropecuario ha desempefiado un rol esencial en el desarrollo de la
humanidad y se percibe que a futuro su participacién podria incrementarse debido a la
creciente demanda y consumo de productos de origen animal (FAO, 2014).
Concretamente, la ganaderia bovina en el Ecuador ha constituido una de las principales
actividades del sector agropecuario, y ha contribuido una amplia oferta de productos
carnicos y lacteos para el pais (Flores, 2012). Por otra parte, se estima que a futuro
ocurra una denominada revolucion ganadera, lo cual justificaria la recuperacion del hato
ganadero con mejoras genéticas y fenotipicas (Silva, 2018).

Ante este panorama es fundamental para investigadores y productores llevar un
control de la actividad reproductiva de los sementales, y justamente la aceleracion del

desarrollo sexual puede ser una herramienta elemental para observar los resultados



19

genéticos de manera temprana. Esto representaria un gran logro desde el punto de vista
econdmico y genético ya que permitiria aumentar la vida productiva de los animales,
lograr una seleccion y mejora genética mas temperana, todo lo cual aumentaria las
ganancias y disminuria costos de manutencion de los sementales, debido a la reduccion
de los intervalos de tiempo inter-generacionales. Por otra parte se generarian ventajas de
la aceleracion del desarrollo sexual en machos jovenes como la facilidad de manejo, la
estimulacion, mejor condicion corporal y mayor libido en comparacién con machos
adultos (Gutierrez et al., 2017).

El uso de factores de crecimiento hematopoyéticos como el r-met-hu G-CSF
comercialmente conocido como Filgrastim representa una opcion para acelerar el
desarrollo sexual en bovinos machos debido a que, a pesar de que se desconoce el papel
fisiol6gico del mismo en otros tejidos no hematopoyeéticos, existen reportes de su efecto
en el tejido testicular. Ya se han realizado estudios del efecto estimulante de G-CSF en
varias especies domésticas como porcinos, ovinos y equinos (Gutierrez et al., 2017). Por
tal motivo la presente investigacion busca evaluar los efectos de la aplicacion de r-met-
hu G-CSF (Filgrastim) en el desarrollo sexual de bovinos prepuberales y su impacto en
la funcion reproductiva, mediante el estudio histolégico del ciclo espermatogénico y la

monitorizacién de la morfometria testicular y los perfiles hematolégicos.

3. AREA DE ESTUDIO

Se obtuvieron muestras de sangre y testiculares de toros prepuberales de la raza
Brahman pertenecientes a la Hacienda "Emilia” ubicada en el kilébmetro 118 de la via
Calacali-Rio Blanco en el cantén Pedro Vicente Maldonado, provincia de Pichincha,

Ecuador. Las castraciones y toma de muestras, asi como el muestreo sanguineo se
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realizarén en los predios de la hacienda siguiendo los respectivos protocolos bioéticos y
veterinarios. Los cortes histoldgicos de las muestras testiculares se realizaron en el
laboratorio de Patologia del area de Sanidad Animal de Agrocalidad, ubicado en
Tumbaco.

Por su parte, los protocolos de criopreservacion, anélisis hematoldgicos, morfologicos e
histoldgicos se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad

San Francisco de Quito, USFQ, campus Cumbaya.

4. MATERIALES:

4.1 Disefio Experimental:

e 12 toros raza Brahman de 9 meses de edad.

Fierros de marcacion con ndmero.

Jeringas.

Cabos.

Baldes.

4.2 Castracion:

e 12 pares de testiculos.

e Bisturi.
e Pinzas.
o Tijeras.

e Hilo de sutura.

e Solucion de yodo.



e Lidocaina.

e Spray cicatrizante.

4.3 Recoleccion y Procesamiento del material:
e Bisturi.
e Balanza.
e Cémara fotografica.
e Solucion de formaldehido 4%.
e Solucidn etanol 70%.

e Tubos Falcon.

4.4 Analisis Morfoldgico:
e Cinta de pesaje bovino.

e Cinta métrica.

4.5 Analisis Histologico:

e Tubos Falcon.

e Solucion de Bouin:
- 70% Acido picrico saturado.
- 25% Formaldehido.
- 5% Acido acético glacial.

e Etanol 70%, 95% y 100%.

e Xilol.

e Paraplast.

e Moldes para inclusion en parafina.
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e Casetes histoldgicos.
e Micrétomo.
e Bafio de flotacion.
e Portaobjetos y cubreobjetos.
e Alcohol &cido:
- 70% Etanol absoluto.
- 5% 1N Acido clorhidrico (HCI).
e Polilisina (1:100).
e Hematoxilina de Harris.
e Medio de montaje.
4.6 Analisis Hematoldgico:
e Jeringas.

e Portaobjetos y cubreobjetos.

4.7 Anlisis estadistico:

e Software estadistico.

5. METODOS:

5.1 Disefio experimental

Se utilizaron 12 toros de la raza Brahman (edad: 9 meses; Promedio = 239 kg
p.v.). Antes de iniciar el estudio, los animales fueron sometidos a exhaustivos controles
sanitarios con el fin de verificar la ausencia de cualquier tipo de patologia. Posterior a
esto los animales fueron ubicados en un area de 15 hectareas divididos en potreros de

3000 metros cuadrados. Para su alimentacion se utilizd la graminea Brachiaria
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brizantha cultivar Xaraés, asi como sal mineral y otros suplementos alimenticios como
palmiste y melaza. Los animales fueron identificados aleatoriamente con un nimero
marcado en la mejilla usando un fierro caliente. A continuacion, los animales fueron
divididos aleatoriamente en 4 grupos. El primero (n=2) fue el grupo de los toros
castrados al inicio del estudio con el fin de tener una referencia anatomica y fisiologica
inicial de los testiculos de los toros. EI segundo grupo (n=3) fue el grupo control, al cual
se inyectd 1 ml Sol. Salina 0,9%. El tercer grupo (n=4) fue el grupo dosis normal al cual
se aplicd una dosis de Filgrastim (r-met-hu G-CSF) en proporcion 1 ug/ Kg p.v. El
ultimo grupo fue el grupo dosis alta (n=3) al cual se aplicé la dosis de Filgrastim de 4
ug/ Kg p.v. Las dosis en todos los grupos fueron aplicadas diariamente por 4 dias

consecutivos por via subcutanea.

5.2 Castracion

Todos los toros fueron esterilizados por castracion  quirdrgica
independientemente del grupo al que pertenecian. Los dos toros del grupo inicial fueron
castrados al inicio del estudio con el fin de obtener las muestras testiculares y tener una
referencia del estado reproductivo del grupo de animales. Los toros de los grupos
restantes fueron castrados a los 60 dias después de la ultima aplicacion del r-met-hu G-
CSF.

Para la castracién, se inyectd 2 ml. de lidocaina en la zona de incision testicular
y en varios puntos, concéntricamente al cordén testicular con el fin de anestesiarla. Con
un bisturi, se procedié a hacer un corte de 2 cm. de longitud en el escroto, en su aspecto
ventral. Se exteriorizaron los testiculos y se cortd el corddn espermatico, previa sutura

por transfixion en “ocho”. Se rocid la zona con spray cicatrizante.
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5.3 Recoleccidn y procesamiento del material

Se recolectaron doce pares de testiculos, los cuales fueron pesados y
fotografiados inicialmente. Después, con un bisturi, se tomé una muestra de 1 cm?
aprox. de cada testiculo por cada toro. Se realiz un corte de tejido testicular de una
zona cerca del polo caudal del testiculo. Las muestras fueron fijadas en solucion de
Bouin durante 24h para finalmente ser transportadas y almacenadas en etanol al 70%
(4°C) en el laboratorio de biotecnologia Animal de la USFQ hasta su procesamiento

histoldgico.

5.4 Analisis morfoldgico

Se evalu6 el peso y la circunferencia escrotal de todos los toros
independientemente del grupo al que pertenecian. Las mediciones se realizaron una vez
al mes durante 4 meses (Jun-Jul-Ago-Sep). Para el pesaje de los animales se utilizé una
cinta de pesaje bovino, mientras que, para la medicion de la circunferencia escrotal, se

utilizé una cinta métrica.

5.5 Analisis Histoldgico

Para la inclusién en parafina se tomaron las muestras previamente fijadas del
tejido testicular de cada toro, las cuales fueron procesadas mediante una serie de pasos
de deshidratacion en alcoholes y otros pasos de dilucién en parafina. El protocolo de
deshidratacién consistio en lo siguiente: etanol al 70% por 15 minutos (2 veces), etanol
al 95% por 40 minutos (1 vez), etanol al 100% por 20 minutos (3 veces), xilol por 10
minutos, xilol por 5 minutos (2 veces), xilol: Paraplast (1:1) por 45 minutos, xilol:

Paraplast (1:2) por 45 minutos, y Paraplast por 1 hora (2 veces). Finalmente, las
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muestras fueron infiltradas en parafina, utilizando para su soporte casetes histoldgicos,

conformando bloques, los cuales se almacenaron a 4°C hasta la realizacion de los cortes.

Se realizd cortes pareados consecutivos de 5 um. de espesor utilizando un
microtomo. Los cortes de tejido fueron colocados en un bafio de flotacion a 40°C, para
luego ser recolectados con un portaobjetos limpio previamente recubiertos con

polilisina en agua destilada (1:10).

Para la colocacién de las laminas histolégicas, primero se removio la parafina de
la muestra de los portaobjetos (xilol). Se realiz6 otro lavado con alcoholes seriados en
concentraciones decrecientes. El protocolo fue el siguiente: xilol por 3 minutos (3
veces), etanol 100% por 1 minuto y etanol 95% por 1 minuto. Se rehidraté el tejido con
agua destilada por 3 minutos (2 veces), y posteriormente se realiz6 una tincion con
hematoxilina de Harris durante 15 segundos exponiendo el tejido testicular al colorante.
Se lavé el excedente de las ld&minas con agua destilada y se mantuvieron en agua
corriente (bajo un chorro pequefio) durante 10 minutos para lograr la diferenciacion del
colorante. A continuacion, las placas fueron deshidratadas nuevamente con etanol 95%
por 1 minuto (2 veces), etanol 100% por 1 minuto (2 veces) y xilol por 1 minuto (3
veces). Después, se coloco dos gotas de medio de montaje sobre las muestras de tejido
testicular en el portaobjetos, y se cubrio cuidadosamente con el cubreobjetos. Se ded
reposar las laminas duante 24 horas. Finalmente se observo la morfologia de los tejidos

y estado de la espermatogenesis por microscopia Optica a magnificaciones 10x y 40x.
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5.6 Andlisis Hematologico

Se obtuvieron muestras de sangre de diez de los doce toros (sin contar los que se
castraron inicialmente). Las muestras se tomaron durante los 4 dias de tratamiento y una
muestra final al dia 60. Las muestras se obtuvieron de la vena coccigea usando una
aguja 18Gx y tubos de recoleccion con EDTA 7,2 mg. Una vez obtenida la muestra en
el tubo de ensayo, ésta fue identificada. Se realiz6 un frotis depositando una gota de
sangre, obtenida sin coagulante en un portaobjetos y corriendo la muestra con otro
portaobjetos. A continuacion, se fijaron los frotis con etanol 95% por 10 min y se

tifieron con Giemsa al 6% en agua destilada por 12 horas.

5.7 Andlisis estadistico

Se determinaron las diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes
tratamientos aplicados considerando los resultados del analisis histolégico,
hematolégico y morfologico, utilizando ANOVA y al detectarse resultados
significativos, se realizd6 una comparacién de medias a través de la prueba de

Bonferroni.

6. RESULTADOS:

6.1 Analisis Hematoldgicos

A partir de las muestras de sangre obtenidas y los frotis realizados, se analizaron
los datos para determinar diferencias significativas en varios pardmetros hematoldgicos
de la serie blanca. Se compard la cantidad de los diferentes tipos celulares de glébulos
blancos bajo los tres tratamientos implementados a lo largo del tiempo. Los tres

tratamientos son el grupo control (T1), el grupo dosis normal (T2) y el grupo dosis alta
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(T3), y corresponden a diferentes grupos de toros a los cuales se les inyectd diferentes

dosis de filgrastim.

6.1.1 Linfocitos

Como se observa en la figura 1, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad de linfocitos entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). Sélo en el dia 1
se determind que existen diferencias estadisticamente significativas en la cantidad
linfocitos entre los tres tratamientos (p < 0,05). (T1) fue mayor que (T2) y (T3). Tl=

54,1% * 3,0; T2=45,3% + 2,21; T3=32,2% + 6,1.

6.1.2 Monocitos

No existieron cambios significativos en la cantidad de monocitos entre T1, T2 y
T3. En la figura 2 se observa que no existieron diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad de monocitos entre T1, T2 y T3 a lo largo de los 60 dias de
tratamiento (p > 0,05). Salvo en el dia 1 se encontrd diferencias significativas entre el
grupo dosis normal (T2) y el resto de grupos (p < 0,05). (T2) fue menor que (T3) y

(T1). T2=1,48% + 0,74; T3=4,56% + 1,48; T1=6,07% + 0,67

6.1.3 Neutréfilos

No se encontraron cambios estadisticamente significativos en la cantidad de
neutrofilos entre T1, T2 y T3. En la figura 3 se observa que no existieron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de neutréfilos entre T1, T2 y T3 a lo largo
de los 60 dias de tratamiento (p > 0,05). Salvo en el dia 60, cuando se encontrd

diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control (T1) y el grupo dosis
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normal (T2), asi como con el grupo dosis alta (T3) (p < 0,05). (T1) fue mayor que (T2)

y (T3). T1=40,3% * 7,47; T2=17,0% + 4,75; T3= 16,2% + 0,85.

6.1.4 Eosinbfilos

Respecto al porcentaje de eosindfilos, no se encontraron cambios
estadisticamente significativos entre T1, T2 y T3 a lo largo del tiempo. En la figura 4 se
observa que no existieron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05). Solo en
el dia 3 hubo diferencias estadisticamente significativas en (T1) con respecto al resto de
grupos (p < 0,05). (T1) fue menor que (T2) y (T3). T1=11,5% + 1,10; T2= 19,2% *

5,27, T3=20 % + 4,61.

6.1.5 Basofilos

Como se observa en la figura 5, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la cantidad de Basofilos entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). La cantidad de
basofilos no cambid significativamente a lo largo de los 60 dias bajo ninguno de los

tratamientos.

6.2 Andlisis morfométricos

A partir de las medidas de peso corporal y circunferencia testicular obtenidas, se
analizaron los datos para determinar diferencias significativas en parametros
morfometricos. Se comparé las medias de peso corporal y de circunferencia testicular
bajo los cuatro tratamientos implementados a lo largo del tiempo. Los cuatro
tratamientos son el grupo control inicial (T0), el grupo control (T1), el grupo dosis
normal (T2) y el grupo dosis alta (T3), y corresponden a diferentes grupos de toros a los

cuales se les inyecto diferentes dosis de filgrastim (Tabla 1).
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6.2.1 Peso Corporal

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal
de los toros entre TO, T1, T2 y T3 (p > 0,05). Como se observa en la figura 6, la media
de peso corporal no cambi6 significativamente entre los cuatro tratamientos, por lo cual
no hubo efecto del filgrastim sobre este parametro a lo largo de los 60 dias de

tratamiento.

6.2.2 Circunferencia escrotal

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la medida de
circunferencia escrotal de los toros entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). Como se observa en la
figura 7, la media de la circunferencia escrotal no cambid significativamente entre los
tres tratamientos, por lo cual no hubo efecto del filgrastim sobre este parametro a lo

largo de los 60 dias de tratamiento.

6.2.3 Peso Testicular

En la figura 8 se presenta el peso testicular promedio de los toros bajo los tres
tratamientos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso
testicular de los toros entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). Por lo tanto, no hubo efecto del

filgrastim sobre el peso testicular a lo largo de los 60 dias de tratamiento.

6.2.4 Volumen Testicular

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el volumen

testicular de los toros entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). Como se observa en la figura 9, el
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volumen testicular promedio no cambio significativamente entre los tres tratamientos,
por lo cual no hubo efecto del filgrastim sobre el volumen testicular a lo largo de los 60

dias de tratamiento.

6.3 Analisis Histoldgicos

A partir de las muestras de tejido testicular fijadas en placa, se observé el estado
de la espermatogénesis (grupo celular mas avanzado, tomando en cuenta que durante la
primera ola de la espermatogénesis, en la pre-pubertad, las células germinales mas
diferenciadas van apareciendo gradual y secuencialmente hasta obtenerse
espermatozoides por primera vez en la pubertad), y se contabilizd el nimero de
espermatidas presentes en el volumen de sonda para cada toro para ser utilizadas a
través de la prueba estereoldgica del “disector” para determinar la densidad/testiculo, y
mediante este dato, el numero total de espermatozoides producidos diariamente y por
gramo de parénquima testicular (eficiencia de la espermatogénesis). De eta manera, se
determind la produccion diaria de espermatozoides por testiculo, por toro y por gramo
de parénquima testicular. Mediante One-Way ANOVA se compar0 estos parametros
bajo los tres tratamientos implementados a lo largo del tiempo. Los tres tratamientos
son el grupo control (T1), el grupo dosis normal (T2) y el grupo dosis alta (T3), y
corresponden a diferentes grupos de toros a los cuales se les inyectd diferentes dosis de

filgrastim.

6.3.1 Numero de espermatidas

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
espermatidas de los toros entre T1, T2 'y T3 (p > 0,05). Como se observa en la figura 10,

el nimero de espermatidas no cambi significativamente entre los tres tratamientos, por
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lo cual no hubo efecto del filgrastim sobre este pardmetro a lo largo de los 60 dias de

tratamiento.

6.3.2 Daily sperm production (DSP)

En la figura 11 se presenta el numero de espermatozoides producidos
diariamente por un testiculo de los toros bajo los tres tratamientos. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el nimero de espermatozoides producidos
entre T1, T2y T3 (p > 0,05). Por lo tanto, no hubo efecto del filgrastim sobre el DSP a

lo largo de los 60 dias de tratamiento.

6.3.3 Daily sperm production (DSP)/Toro

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
espermatozoides producidos por los toros entre T1, T2 y T3 (p > 0,05). Como se
observa en la figura 12, el nimero de espermatozoides no cambio significativamente
entre los tres tratamientos, por lo cual no hubo efecto del filgrastim sobre este parametro

a lo largo de los 60 dias de tratamiento.

6.3.4 Daily sperm production (DSP)/gr.

En la figura 13 se presenta el nimero de espermatozoides producidos diariamente
por gramo de parénquima testicular bajo los tres tratamientos. Si se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el nimero de espermatozoides producidos
entre T1y T2 (p < 0,05). Por lo tanto, si hubo efecto del filgrastim sobre el DSP/gr. a lo

largo de los 60 dias de tratamiento.
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6.4 Alteraciones Histoldgicas

Después de analizar y observar las placas en el microscopio, los resultados de
identificacion de la fase de espermatogénesis y célula mas avanzada fueron los
siguientes. TO alcanzo la fase de expansion espermatogonial en un 50%, mientras que el
otro 50% fue de la fase de meiosis. Las ceélulas mas avanzadas de este tratamiento
fueron las espermatogonias intermedias (Tabla 1) (Figura 14). ElI T1 manifesto la fase
de espermatidas redondas en un 100%, presentando a su célula mas avanzada como
espermatidas redondas (Tabla 1) (Figura 14). Por su parte, T2 logro alcanzar la fase de
espermatidas redondas en un 75%, y espermatidas elongadas en un 25%
correspondiendo al ciclo mas avanzada de espermatogénesis de la presente
investigacion. De igual manera, las células mas avanzadas de T2 fueron las
espermatidas elongadas (Tabla 1) (Figura 14). Por ultimo, T3 alcanzé la fase de
espermatidas redondas en un 100%, siendo su célula mas avanzada las espermatidas

redondas (Tabla 1) (Figura 14).

7. DISCUSION

En la actualidad monitorear la funcién reproductiva y el desarrollo sexual de los
animales es fundamental para el mejoramiento de los programas de produccion animal
(Gasque, 2016). Desde el punto de vista genético y econémico, acelerar el desarrollo
sexual es una herramienta vital debido a que permite conocer los resultados genéticos
de manera anticipada, permite aumentar la vida productiva de los animales y aumenta
las ganancias economicas (Gutierrez et al., 2017). En la presente investigacion se
evidencia por primera vez los efectos del uso de r-met-hu G-CSF (Filgrastim) en el

desarrollo sexual de bovinos prepuberales, mediante la monitorizacion de la funcion
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testicular y el andlisis de perfiles hematolédgicos de la serie blanca. A través de estas
metodologias se puede llegar a conocer el mecanismo de accion de este factor de

crecimiento en tejidos no hematopoyéticos (Sachez, 2015).

Evaluar el efecto r-met-hu G-CSF en el periodo prepuberal de los toros significa
un amplio espectro de investigacion considerando que la espermatogenesis arranca
desde este periodo con la activacion y proliferacién del pool de células madre
germinales, y termina con la maduracion de los primeros espermatozoides (Kim et al.,
2015). Estudios en corderos y ratones proporcionan evidencia de que r-met-hu G-CSF
puede estar involucrado en la primera ola de proliferacion de las células madre
espermatogoniales al inicio de la espermatogenesis (Aponte et al., 2018). Asimismo, no
solo se han demostrado procesos de proliferacion bajo la accién de este factor de
crecimiento, sino que también es capaz de revertir procesos de radiacion o farmacos que

eliminan células germinales a nivel testicular (Kim, Lee, & Jeon, 2011).

El primer parametro analizado es el de la serie blanca. En este caso, tanto el
control como los tratamientos no mostraron cambios significativos en la cantidad de
glébulos blancos, a lo largo del tratamiento, independientemente del tipo celular.

Esto puede explicarse debido al estrés generado y a la fatiga de los animales durante el
tratamiento, ya que existe relacion entre el estrés fisico y psicolégico con el recuento de
glébulos blancos. Se conoce que altos niveles de cortisol y adrenalina debilitan el
sistema inmune (Nishitani & Sakakibara, 2014). Asimismo, se sabe que todas las
células del cuerpo reaccionan al estrés produciendo efectos beneficiosos o negativos. En
este caso las células blancas no son la excepcion, y generalmente tienden a debilitarse

ante estimulos de estrés constantes Existe un nivel de equilibrio el cual depende de
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factores individuales (disposicién psicoldgica y bioldgica) de las distintas situaciones o
experiencias (Nogareda, 1999). Pese a que no se midieron los niveles de cortisol en los
toros durante los dias de tratamiento, estos mantuvieron un estrés constante y mucha
fatiga, lo cual indudablemente elevd los niveles de cortisol, adrenalina y noradrenalina.
Ademas, existe una relacion significativa entre el temperamento y la productividad de
los bovinos, y precisamente la raza Brahman presenta un temperamento nervioso
altamente excitable. Es decir, ante cualquier estimulo externo reaccionan de manera
violenta y rapida, tendiendo al escape y a permanecer en manada (Lanier & Green,
2000). Se esperaba un aumento significativo de la cantidad de células blancas debido a
que estudios realizados en humanos, cerdos y ratones argumentan que r-met-hu G-CSF
mejora la movilizacion de globulos blancos a corto plazo, de tal manera que estos
aumentan en nimero a los pocos dias de tratamiento (Satyamitra et al., 2017). Sin
embargo, el ligero aumento en eosindfilos y basofilos durante los primeros dias de
tratamiento nos indica mobilizacion de la médula 6sea en los bovinos de la raza

Brahman.

A pesar de que no hubo cambios significativos en la mayoria de los tipos
celulares de la linea blanca, se pudo ver un incremento en el porcentaje de neutrofilos y
monocitos al segundo dia de tratamiento con la dosis alta, lo cual indica que a partir de
esta dosis de Filgrastim ya es suficiente para activar y movilizar células madre
hematopoyéticas, por lo cual se deben considerar dosis mayores para activar todas las
células blancas (Aponte et al., 2018). En cerdos se ha evidenciado movilizacion
hematopoyética después del uso de altas dosis de Filgrastim (100 ug/Kg). Por otra parte,
se ha observado que bajas dosis (<5 ug/Kg) son usadas para efectos terapeuticos

(Hashimoto et al., 2002).
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La dindmica celular asi como la produccion de hormonas juegan un papel vital
en todo el proceso de la espermatogenesis. El desarrollo de los espermatozoides y su
regulacion estan controlados por un eje hormonal-celular bien establecido que incluye el
hipotadlamo, pasando por la hipofisis y finalmente en el testiculo (Lie et al., 2010). Para
ver el efecto de r-met-hu G-CSF a nivel del tejido testicular, se estimd el nimero de
espermatidas, la produccién diaria de espermatozoides (DSP) y la eficiencia de la
espermatogenesis (DSP/ gr. de parénquima testicular) entre los diferentes tratamientos.
Los resultados obtenidos manifiestan a priori que el efecto de las dosis esteblecidas no
fue suficiente, y que al igual que en los efectos hematopoyéticos, fue necesario
considerar dosis mas altas para poder ver efectos trascendentales. Particularmente, no
hubo efecto del filgrastim sobre la produccion de espermatidas y sobre la produccion de
espermatozoides bajo ningun tratamiento. Estos resultados pueden deberse a factores
intrinsecos relacionados con la fisiologia diferencial entre tejidos, lo cual suele
repercutir en el aumento o disminucién de la actividad del proceso espermatogénico
(Gutierrez et al., 2017). De igual manera, hay que considerar el umbral de accién del r-
met-hu G-CSF a lo largo de toda la espermatogénesis, el cual es muy amplio, por lo
tanto puede afectar o no los diferentes eventos celulares ocurridos durante el proceso
(Bilaspuri & Guraya, 1986).

Por otra parte, la eficiencia de la espermatogénesis si se vio afectada, y con la
dosis normal se obtuvieron diferencias significativas en la produccion diaria de
espermatozoides por gramo de parénquima testicular en comparacion con el control.
Esto sugiere que r-met-hu G-CSF si afecto la dinamica de los procesos
espermatogoniales. Es probable que haya ocurrido un estimulo en la liberacion de

GnRH y un aumento de los receptores a nivel testicular. Esto también podria haber
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activado diferentes cascadas de sefializacion celular estimuladas por hormonas como la
FSH, LH, testosterona, que unicamente son producidas tras la liberacion de GnRH en el
eje hipotalamo hipofisiario.

De esta manera, se puede inferir que tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF se acelero el
proceso de espermatogénesis, especialmente la fase de meiosis, lo cual estimula la
primera onda espermatogénica, acelerando la produccion de espermatidas y finalmente
espermatozoides, tal como se menciona en estudios similares realizados en corderos
(Aponte et al., 2017). Cada especie tiene valores especificos de eficiencia de la
espermatogénesis. Con este reporte se puede evidenciar que factores intrinsecos, en este
caso un factor de crecimiento, son capaces de modificar estos parametros que se creian
fijos para las especies. Incluso podria modificarse la tasa de proliferacion de las células
madre espermatogoniales bajo efecto del filgrastim, lo cual debera comprobarse tanto in

vitro como in vivo.

En cuanto al peso y volumen testicular, no se observaron cambios acentuados
entre los diferentes grupos tratados. Pese a que el tratamiento (dosis normal) mostrd un
leve incremento en comparacion con el control, este no fue significativo. Esto indica
que r-met-hu G-CSF podria tener un efecto sobre el crecimiento del tejido testicular sin
embargo hay que reconsiderar las dosis para bovinos con el fin de obtener resultados
maés contundentes (Gutierrez et al., 2017). El crecimiento y desarrollo de los testiculos
normalmente ocurre a expensas del incremento de los tabulos seminiferos en longitud y
en diametro, al desarrollo de los espacios tubulares e intertubulares, y al crecimiento de
la porcion de parénquima testicular, considerando que los tubulos representan mas del

80% del peso testicular (Madrid, 2015).
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Finalmente, al analizar los resultados del peso corporal es evidente que este no
mostrd cambios significativos a lo largo del tratamiento. Por lo tanto, no hubo un efecto
contundente de r-met-hu G-CSF sobre este pardmetro. Sin embargo no se puede atribuir
efectos directos de este medicamento sobre el peso corporal debido a la falta de estudios
y relaciones dosis-peso. Incluso en seres humanos se tiene poca informacién a cerca de
la incidencia de r-met-hu G-CSF sobre el peso corporal (Eftekhar, Naghshineh, &
Khani, 2018). Al analizar los datos productivos de peso hay que considerar varios
factores nutricionales, genéticos y ambientales que indican una correcta ganancia de
peso en los sistemas de produccion (Asocebu, 2015). En este caso los animales
mostraron pesos arriba de los 230 Kg a los 13 meses de edad evidenciando ganancias
diarias de peso de 170 gr. Esto difiere con otros resultados productivos de la crianza de
ganado Brahman donde se han obtenido ganancias diarias de peso arriba de los 400 gr.
(Murcia, 2013). La baja ganancia diaria de peso se puede deber al estrés provocado

durante las manipulaciones de los animales durante el periodo experimental.

Los resultados tanto hematopoyéticos como celulares evidencian que hubo un
efecto dosis-dependiente en cuanto a la activacién y aceleracion tanto de la médula 6sea
como del proceso espermatogénico a nivel testicular, lo cual ha sido comprobado en

otras especies (Gutierrez et al., 2017).

8. CONCLUSIONES
La aplicacién de r-met-hu G-CSF (Filgrastim) afect6 positivamente la eficiencia
de la espermatogénesis en bovinos prepuberes de la raza Brahman lo cual indica que si

sucedieron cambios en la dinamica celular a nivel testicular. Sin embargo, la
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aplicaccion de este medicamento no aument6 la produccion de espermatozoides, lo cual

sugiere una reevaluacion de la dosis del factor de crecimiento.

No se observa una respuesta Optima de -met-hu G-CSF (Filgrastim) a nivel
hematologico como macro-morfoldgico. Sin embargo, se notaron cambios al aplicar las
dosis mas elevadas, lo cual sugiere un ajuste en la cantidad de la droga aplicada con el

fin de obtener resultados méas contundentes.

Es necesario realizar futuros trabajos en relacion a los efectos de la aplicacion de
r-met-hu G-CSF (Filgrastim) para evaluar la influencia de esta factor de crecimiento en
el desarrollo sexual de bovinos prepuberes, s6lo o en combinacidn con otros factores de

crecimiento/hormonas.

9. RECOMENDACIONES

e Considerar un mayor numero de toros en el experimento, si es factible, con el fin
de reducir la variabilidad.

e Establecer otros esquemas de dosificacion y mas tratamientos con el fin de
obtener resultados mas contundentes.

e Realizar estudios hormonales con el fin de correlacionar la actividad hormonal
con la actividad celular post aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim).

e Considerar una raza bovina mas dacil con el fin de evitar la produccion de altas

concentraciones de cortisol, lo cual puede afectar los resultados.
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11. TABLAS

Tabla 1. Resumen de los tratamientos realizados
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DIA CELULA MAS EDAD FASE
TRATAMIENTO n CASTRACION AVANZADA (meses) | ESPERMATOGENESIS
Paquiteno
Expansion
espermatogonial (In)
Control inicial 2 0 11 50%
Meiosis 50%
Espermatogonias
Intermedias
Controles 3 Espermaétidas Redondas
Espermatidas Redondas 100%
Espermatidas Redondas
13 Espermatidas Redondas
. Espermatidas Redondas 75%
Dosis Normal 4 60 -
Espermatidas
Espermatidas Redondas Elongadas 25%
Espermatidas Elongadas
: Espermatidas Redondas
Dosis Alta £ Espermatidas Redondas 100%

La tabla indica los diferentes tratamientos con el niUmero de toros usados, su edad, su

fecha de castracion, su respectiva fase de espermatogénesis y célula mas avanzada.
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12. FIGURAS
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Figura 1. Cantidad de linfocitos tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Figura 2. Cantidad de monocitos tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Figura 3. Cantidad de neutrofilos tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF
(Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Figura 4. Cantidad de eosintfilos tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF
(Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Figura 5. Cantidad de basofilos tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Figura 6. Peso corporal tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Circunferencia Escrotal
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Figura 7. Circunferencia escrotal tras la aplicacion de r-met-hu G-CSF
(Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

[(T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.;] en toros prepuberes durante los dias del tratamiento. Valores métricos

hematoldgicos [Linfocitos (%)]. ns: no significativo; * p< 0,05; ** p< 0,01.
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Peso Testicular
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Figura 8. Peso testicular (gr) post aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pug/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).
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Figura 9. Volumen testicular (ml) post aplicacion de r-met-hu G-CSF (Filgrastim,
medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).



56
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Figura 10. Numero de espermatidas (x106) post aplicacion de r-met-hu G-CSF
(Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
ug/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).
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Daily sperm production (DSP) (x106)
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Figura 11. Daily sperm production (DSP) (x106) post aplicacion de r-met-hu G-
CSF (Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).
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Daily sperm production (DSP)/Toro (x10°)
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Figura 12. Daily sperm production (DSP)/toro (x106) post aplicacion de r-met-hu
G-CSF (Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4

pg/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el

error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).
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Figura 13. Daily sperm production (DSP)/gr (x106) post aplicacion de r-met-hu G-
CSF (Filgrastim, medicamento genérico ICLOS) a diferentes concentraciones.

T1, Control) 1 ml sol. Salina 0,9%; (T2, Dosis normal) 1 pg/kg pv.; (T3 Dosis alta) 4
pg/kg p. v.] en toros prepuberes al final del periodo experimental. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) y Las diferentes letras (a-c) en cada barra indican

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05).
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Figura 14. Estado de desarrollo de la espermatogénesis.

A) Estado de desarrollo testicular donde se observa como célula més avanzada a

espermatogonias intermedias (). Esto se encontrd en un animal perteneciente al grupo

control inicial (Dia 0). B) Estado de desarrollo testicular donde se observa como célula

mas avanzada a: paquiteno (=). Esto se encontr6é en un animal perteneciente al grupo

control inicial (Dia 0). C) Estado de desarrollo testicular donde se observa como célula

mas avanzada a: espermatidas redondas (=). Esto se encontré en animales del grupo

control, en un 75% de animales del grupo dosis normal, y en todos los animales del

grupo dosis alta (Dia 60). D) Estado de desarrollo testicular donde se observa como
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célula més avanzada a: espermatidas elongadas (=). Esto se encontrdé en un 25% de

animales del grupo dosis normal (Dia 60).



