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RESUMEN

La hematopoyesis es la produccion de los componentes celulares de la sangre;
este proceso se origina de manera continua para mantener una funcion normal del
sistema inmunitario y la homeostasis. Por lo tanto, la produccion de células
sanguineas maduras ocurre de manera especifica en el microambiente de la
meédula dsea; asi, existen mecanismos en humanos que inducen el aumento de las
concentraciones circulantes de células madre hematopoyéticas (CMH) debido a la
variacion del microambiente de la médula 6sea. Es por eso, que se ha planteado la
siguiente investigacion, cuyo objetivo de estudio fue, el de obtener CMH de
sangre periférica en ovinos, identificando y analizando la morfologia de CMH
movilizadas; ademas de determinar los cambios producidos en sangre entera pre y
post aplicaciéon de Filgrastim® (r-Met-Hu-G-CSF).; para ello, se llevé a cabo la
aplicacion de tres diferentes dosis 1 pg, 10 pg, y 20 pg de filgrastim® comparado
con un grupo control (testigo). En cada tratamiento se trabajé con 5 ovinos de la
raza Corriedale, de 4 meses de edad, y con un peso promedio de 18 Kg, de sexo
macho. Se aplicaron las dosis establecidas via subcutanea durante 4 dias
consecutivos con intervalos de 24 horas. Se tomaron muestras de sangre antes de
cada aplicacion y post aplicacion durante 5 dias contiguos, para la interpretacion
hematica con respecto a los parametros del hemograma. El tipo de investigacion
fue experimental y el andlisis estadistico se realizo a partir de la base de datos,
mediante la utilizacién del programa informatico Infostat version 20.0 para
Windows. Se utilizo el test ANOVA vy valores de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos. Se tomaron los pardmetros de la serie roja:
globulos rojos “eritrocitos” (GR); pardmetros de la serie blanca: leucocitos
“globulos blancos” (LEU); linfocitos (LIN); neutrofilos (NEU); monocitos
(MON), eosinofilos (EOS); y el parametro plaquetario: plaquetas “trombocitos”
(PLAQ). El tratamiento con filgrastim® para la producciéon y movilizacion de
CMH no ejercié ningun efecto significativo en el parametro hematico de la serie
roja (GR) (p>=0,05). Sin embargo la produccién y movilizacion de CMH fue
satisfactoria con referencia a los parametros hematicos de la serie blanca respecto
al control (LEU, LIN, NEU, MON, EOS) (p<=0,05); observando que la mayor
movilizacién de células madres hematopoyéticas (inmaduras) se presenté en los
tratamientos T2 y T3 (10 y 20 pg de filgrastim®/kg), generando la mayor
movilizacién de células sanguineas a sangre periférica comparandolo con T1, y el
TO (testigo), el mismo que permitié la movilizacion de la serie blanca a través de
una sola inoculacion y su mantencion con las siguientes inoculaciones; asi, el T1
(5 pg de filgrastim®/kg) podria mantiene una movilizacién constante minima
hasta obtener el valor mas alto de células movilizadas al quinto dia. Ademas, se
establece que la produccién y movilizacion de CMH ejercida, (PLAQ) (p>=0,05)
fue minimamente significativa, posiblemente vinculados a factores externos
descritos.

Palabras clave: células madre hematopoyéticas, filgrastim, ovino
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ABSTRACT

Hematopoiesis is the production of the cellular components of blood; this process
originates continuously to maintain a normal immune system function and
homeostasis. Therefore, production of mature blood cells occurs specifically in
the microenvironment of the bone marrow; thus, mechanisms inducing human
increased circulating levels of hematopoietic stem cells (HSCs) due to the
variation in the microenvironment of the bone marrow. That is why, it has raised
the following research study whose objective was to obtain peripheral blood
HSCs in sheep, identifying and analyzing the morphology of CMH mobilized; and
to determine the changes in whole blood pre and post implementation of
Filgrastim® (r-Met-Hu-G-CSF).; for this, it was conducted applying three
different doses of 1 mg, 10 mg, and 20 mg of filgrastim® compared with a control
group (control). In each treatment he was worked 5 Corriedale sheep of race, 4
months old, with an average weight of 18 kg, male sex. Established doses
subcutaneously for 4 consecutive days at 24 hour intervals were applied. Blood
samples were taken before each application and post-application for 5 days
contiguous to hematic interpretation regarding hemogram parameters. The
research was experimental and statistical analysis was performed from the
database, using the software Infostat version 20.0 for Windows. ANOVA test and
P values <0.05 were considered statistically significant was used. Parameters were
taken red series "erythrocytes” (RBC); white series parameters: leucocytes "white
blood" (LEU); lymphocytes (LIN); neutrophils (NEU); Monocytes (MON),
eosinophils (EOS); and platelet parameter: “thrombocytes" platelets (PLAQ).
Filgrastim® treatment for the production and mobilization of HSCs did not exert
any significant effect on the red blood count parameter set (GR) (p> = 0.05).
However production and mobilization of HSCs was satisfactory with reference to
the white blood parameters regarding the control number (LEU, LIN, NEU, MON
EOS) (p <= 0.05); noting that the largest mobilization of hematopoietic stem cells
(immature) occurred in the T2 and T3 (10 and 20 filgrastim® ug / kg) treatments,
generating increased mobilization of blood cells in peripheral blood compared to
T1, and TO ( control), the same allowing mobilization white series through a
single inoculation and maintenance with the following inoculations; Thus, the T1
(5 ug of filgrastim® / kg) could maintains a minimum constant mobilization to
obtain the highest value of mobilized cells on the fifth day. In addition, it states
that the production and mobilization of HSCs exercised (PLAQ) (p> = 0.05) was
minimally significant, possibly linked to external factors described.

Keywords: hematopoietic stem cells, filgrastim, sheep
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INTRODUCCION

Las investigaciones en el campo de la terapia celular en animales dentro del
Ecuador se encuentran ain en desarrollo en relacion a aquellos procedimientos
terapéuticos que se vienen realizando en humanos a nivel mundial; como es el uso
de células madre adultas que genera una elevada efectividad para diversos
tratamientos en enfermedades de caracteristicas degenerativas que afectan al
sistema hematoldgico. La mayoria de estudios se centran en la utilizacion de
células madre embrionarias desde el inicio de los afios 80 del siglo pasado y que
se mantienen hasta el dia de hoy. En los ultimos afios se ha producido un
extraordinario avance en los conocimientos relacionados con diferentes ramas
biomédicas, entre ellas, la biologia celular, lo que ha dado un notable impulso a
una nueva rama de la medicina denominada medicina regenerativa (KORBLING,
2003).

Actualmente se han ampliado las fuentes de obtencion de células madre
hematopoyéticas (CMH) como células madre de sangre periférica (SP) y células
madre de sangre de corddén umbilical (CU) o del higado fetal. Las CMH
mantienen la produccion continua de progenitores celulares presentes en la sangre
(leucocitos, eritrocitos y plaquetas). En la mayoria de los procedimientos de
movilizacién, obtencion, aislamiento y cultivos celulares se encuentran
estandarizados en medicina humana mientras que en medicina veterinaria ain
estan es estudio (ROSENTHAL, 2003)

Ademas la presente investigacion pretende valorar y determinar los niveles de
movilizacién de células madre hematopoyéticas en los ovinos (biomodelo). Los
resultados que se obtienen dentro de éste estudio permiten tener un procedimiento
terapéutico alternativo en patologias de interés veterinario y zootécnico, de ésta
forma minimizar el uso indiscriminado de farmacos y buscando siempre el

bienestar animal.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

v" Obtener células madre hematopoyéticas de sangre periférica en ovinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Analizar la morfologia de las células madres.
v" Determinar los cambios producidos en los niveles celulares de la sangre
entera recolectada pre y post tratamiento.

v' Identificar células madre hematopoyéticas movilizadas.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA HO

Mediante la aplicacion de Filgrastim no se obtiene células madre hematopoyéticas

de sangre periférica del ovino.

HIPOTESIS ALTERNATIVA H1

Mediante la aplicacion de Filgrastim se obtiene células madre hematopoyéticas de

sangre periférica del ovino.
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CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

El presente capitulo brinda informacion sobre la las caracteristicas generales y
clasificacion de las células madres hematopoyéticas, del filgrastim y finalmente
las caracteristicas fisiologicas y hematolégicas del ovino.

1.1. Células madre

1.1.1. Definicion

Células madre o células troncales, en inglés stem cell, se entiende aquellas células
gue aun no estan diferenciados pero tienen la capacidad de poder dividirse
ilimitadamente y dar lugar tras su diferenciacion a células de diferentes tejidos.
Poseen dos caracteristicas sumamente importantes que las distinguen de otros
tipos de células. Son células no especializadas o no especificas y bajo ciertas
condiciones fisioldgicas o experimentales, pueden ser inducidas a convertirse en

células que posean funciones especiales (Aznar, 2007).



1.1.2. Clasificacién de las células madre

1.1.2.1.Por el potencial de diferenciacion

1.1.2.1.1. Células madre totipotente

Son capaces de transformarse en cualquiera de los tejidos de un organismo.

Puede crecer y formar un organismo completo, tanto los componentes
embrionarios (como por ejemplo, las tres capas embrionarias, el linaje germinal y
los tejidos que daran lugar al saco vitelino), como los extraembrionarios

(placenta).

Es decir cualquier célula totipotente colocada en el Utero de una mujer tiene la
capacidad de originar un feto y un nuevo individuo: El zigoto (évulo fertilizado)
es una célula totipotente, capaz de dar origen a todo el organismo (DAVILA,
2011).

1.1.2.1.2. Célula pluripotente

Da origen a cualquier tipo celular que tenga que ver con el organismo, ya sean
células germinales (que son los espermatozoides u évulos) o células somaticas
(que son todas aquella que forman el organismo a excepcion de las germinales);
sin embargo ya no pueden convertirse en células de la placenta o del vitelo,
etcétera, que son tejidos extraembrionarios (VARGAS, 2012).

1.1.2.1.3. Células madre multipotentes

Son aquellas que sélo pueden generar celulas de su propia capa embrionaria. Son

capaces de originar las células de un 6rgano concreto en el embrion y también en



el adulto. Un ejemplo de este tipo de células son las contenidas en la médula dsea,
las cuales son capaces de generar todos los tipos celulares de la sangre y del
sistema inmune (PAREJA, 2015).

1.1.2.1.4. Células madre unipotentes

Pueden formar Unicamente 2 tipos de células madres: Lagilosis que es una célula
madre muy rugosa que contienen ribosomas. Y por otro lado, embofilosis que es
una célula lisa que contiene un liquido especial llamado vasiofelina, que ayuda a
que el cuerpo no endurezca en la reproduccion de las células madre (NOHUA,
2013).

1.1.2.2. Segun su origen

1.1.2.2.1. Células madre fetales

Estas células madre aparecen en tejidos y organos fetales como sangre, higado,
pulmon y poseen caracteristicas similares a sus homologas en tejidos adultos,
aunque parecen mostrar mayor capacidad de expansion y diferenciacién
(DAVILA, 2011).

1.1.2.2.2. Células madre adultas

Las células madre adultas hacen referencia a cualquier célula que se encuentre en
un organismo desarrollado y que tiene dos propiedades: la capacidad de dividirse
y crear otra célula igual a si misma y la de dividirse para crear una célula diferente
de si misma (PAREJA, 2015).



1.1.2.2.3. Células madre germinales.

Las células germinales son aquellas que se especializan en la produccién de
gametos o células sexuales que permitirdn la formacion de un nuevo individuo.
Cada célula germinal es diferente genéticamente por la recombinacion genética
durante la meiosis. Estas células estan situadas en las gonadas de los aparatos

reproductores femenino y masculino (QUEIRO, 2004).

1.1.2.2.4. Células madre hematopoyéticas

Todas las células de la sangre en el cuerpo comienzan como células inmaduras
llamadas células madre hematopoyéticas. Las células madre viven principalmente
en la médula dsea (la parte interior esponjosa de ciertos huesos) y es aqui donde
se dividen para la producciéon de nuevas células sanguineas. Una vez que las
células sanguineas maduran, éstas salen de la médula désea y entran al torrente

sanguineo a este proceso se le denomina hematopoyesis (DAVILA, 2011).

1.2. Sistema hematopoyético
1.2.1. La hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso que permite la formacion, desarrollo vy
maduracion de los elementos de la sangre como: eritrocitos, leucocitos y plaquetas
a partir de un precursor celular comdn e indiferenciado conocido como célula
madre hematopoyética pluripotencial. Asimismo, un pequefio nimero de células
madre entra en el torrente sanguineo, las cuales se conocen como las células
madre de la sangre periférica (MERA C, 2014).


http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Eritrocito
http://es.wikipedia.org/wiki/Leucocito
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_madre
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula_madre

Grafico N° 1 Esquema de la formacion de la sangre
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La hematopoyesis se mantiene durante toda la vida del individuo, de modo que el
namero de células nuevas equilibra al de células que se pierden o mueren. Cada
tipo celular tiene una vida media mas o menos caracteristica: Los eritrocitos viven
unos 120 dias, al cabo delos cuales son fagocitados por los macrofagos del bazo
Los neutro6filos duran unos pocos dias Algunos linfocitos T duran mas de 30 afios
(GARCIA, 2015).

Las células progenitoras son irreconocibles morfolégicamente; como la unidad
formadora de brotes eritroides (UFB-E), que antecede a la unidad formadora de
células eritroides (UFC-E). Las células progenitoras que dan origen a la unidad
formadora de granulocitos y monocitos (UFC-GM) descienden de un precursor
bipotencial, la unidad formadora de eritrocitos y granulocitos (UFC-EG).

En cultivo, la unidad formadora de brotes megacariocitos (UFB-Meg) antecede a
la UFC-Meg y ambas tienen en comun a la UFC-GEMM. Las células precursoras
que se distinguen por sus caracteristicas morfoldgicas y con la capacidad de
duplicacion se encuentran constituidas por eritroblastos, mieloblastos,

monoblastos, megacarioblastos y linfoblastos (RUIZ, 2009).



1.2.2. Mielopoyesis

La mielopoyesis consiste en la formacion de las células de la linea eritropoyetica,
granulopoyética, monopoyeética y trombopoyética (GARCIA, 2015).

La secuencia celular de los elementos granulociticos morfoldgicamente
identificables se inicia con el mieloblasto, el cual da origen alpromielocito; éste
al mielocito, metamielocito, banda y finalmente segmentado. El mielocito es el
ultimo elemento con capacidad mitética (MACALUSO, 2010).

1.2.2.1. Eritropoyesis

La célula indiferenciada pluripotencial en la medula désea produce ceélulas
unipotenciales que posteriormente daran origen a los eritrocitos, granulocitos,
monocitos 0 a los megacariocitos. Los eritrocitos son producidos por division
mitotica y maduracién de los rubriblastos en una secuencia definida: rubriblastos,
prorubricito, rubricito basofilo, rubricito policromatico, rubricito normocrémico,

metarubricito, reticulocito y eritrocito maduro (NUNEZ, 2007).

Gréafico N° 2 Etapas de la eritropoyesis
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1.2.2.1.1. Eritrocitos

La funcion principal de los eritrocitos o glébulos rojos es la de transportar
oxigeno y didxido de carbono, esta funcién esta relacionada con la hemoglobina.
Los eritrocitos llevan el oxigeno de los pulmones a los tejidos y el dioxido de
carbono en sentido inverso. Los eritrocitos contienen 65% de agua y 33% de
hemoglobina y de enzimas, coenzimas, carbohidratos y en diversos minerales
como son: P, S, ZN, Cu, K, Mn, Al, Na, Ca, Mg; ademas de ADP y ATP. El
diametro en micrometros varia en las diferentes especies; en el perro y el cerdo es
de 7; en el felino de 5.8; en el equino5.7; en el bovino5.5; y en la cabra de 4
(NUNEZ, 2007).

1.2.2.2.Granulopoyesis

La granulopoyesis es el proceso que permite que un conjunto de células de la linea
granulopoyetica se vayan diferenciando, desde la célula progenitora
granulopoyetica hasta la formacion de granulocitos. Estas células representan,
aproximadamente, 60% del total de las células medulares, mientras que las células
eritropoyeticas suponen el 30% (proporcion 2:1) (GARCIA, 2015).

Los neutrofilos se originan en la célula madre mieloide multipotencial (CFU-
GEMM), que es inducida a diferenciarse en CFU-GM por citosinas como el GM-
CSF, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y la IL-3. En el
proceso de maduracion de neutréfilo atraviesa seis etapas identificables por la
morfologia: mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, celula en banda
y neutrofilo maduro. Los eosinofilos y los baséfilos sufren una maduracion con

etapas morfoldgicas semejantes a las de los neutrofilos (ROSS, 2007).



Gréfico N° 3 Etapas de la granulopoyesis
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1.2.2.2.1. Neutréfilos.

Los neutrdfilos, o leucocitos polimorfonucleares son aquellos que cumplen un
papel vital en la defensa del organismo contra patégenos. Tiene un didmetro de
aproximadamente 10-15 micrémetros (um), con un nucleo que tiene entre tres y
cinco lobulos. El nicleo se tifie de color puarpura oscuro y la cromatina agregada
con un citoplasma rosa palido. Ademas éstos estdn en el cuerpo en tres
compartimientos: en la médula dsea, en la sangre y en el tejido (LOPEZ, 2007).

1.2.2.2.2. Eosindfilos.

La produccién de Eosinofilos es en la medula 6sea, de forma similar a los
neutrofilos, y estd controlada por los linfocitos T. la liberacidn de los eosinofilos
desde la medula dsea esta facilitada por una sustancia humoral denominado factor
liberador de eosinofilos. Después de una breve permanencia en la sangre los
eosinofilos migran hacia los tejidos y se localizan principalmente en la piel, vias
respiratorias, digestivas. La funcion principal de los eosinofilos es la destruccion
de los parésitos y la modulacion de las reacciones de hipersensibilidad
(FIDALGO, 2003).


https://www.blogger.com/profile/10093321011619650963

1.2.2.2.3. Basofilos

Los basdfilos tienen unos granulos en el citoplasma fuertemente tefiidos de azul.
Solo representan el 0.5% de los leucocitos circulantes y se considera que son
precursores de los mastocitos. Tanto los basofilos como los mastocitos tienen
receptores de membrana especificos para la inmunoglobulina E (IgE) que es
producida por células plasméticas como respuesta a alérgenos. El contacto con un
alérgeno resulta en una rapida secrecion de los granulos de estas células, con lo
que se libera histamina y otros mediadores vasoactivos y se produce una reaccion
de hipersensibilidad (REIRIZ, 2015).

1.2.2.2.4. Monocitos

Los monocitos son células de mayor tamafio de sangre periférica, su tamafio
oscila entre 15 — 30ug de didmetro. Tiene un ndcleo pleomorfico (redondo, oval,
en forma de judia, bilobulado o multilobulado) con una cromatina reticulada y el
citoplasma azul grisaceo con apariencia de cristal. Los monocitos suelen constituir
entre4 — 10% de los leucocitos son células fagociticas con gran capacidad
bactericida. Al pasar a los tejidos, los monocitos se transforman en macrofagos
fijos y libres (MANASCERO, 2003).

1.2.2.2.4.1. Monopoyesis

Los monocitos también derivan de las células madre hematopoyéticas. Al
principio se desarrollan en conjunto con los granulocitos. A través de monoblastos
y promonocitos surgen los monocitos. El desarrollo de los monocitos a partir de la
célula madre tarda unos dias. Permanecen unas 12 — 24 horas en la sangre y
después migran hacia el tejido conjuntivo. Dentro de este tejido se diferencian con

aumento de os lisosomas, sobre todo en macréfagos (WELSCH, 2008).



1.2.2.3. Trombopoyesis

Las plaquetas se originan por fragmentacion de los megacariocitos de la medula
6sea. El proceso de trombopoyesis dura aproximadamente 7 dias. Se inicia a partir
de una célula progenitora multipotencial comun a las series eritroide, mieloide y
megacariocitica (CFU-GEMM). De esta celula derivan las células progenitoras
comprometidas para megacariocitos (CFU-Meg). Tras una primera fase
proliferativa, las células progenitoras sufren una intensa division nuclear sin
division celular, dando lugar al megacarioblasto que es una célula gigante. En el
megacarioblasto se inicia la maduracion del citoplasma formandose los organulos
en gran cantidad. Una vez completado este proceso madurativo, la célula se ha de
transformado en megacariocito. EI megacariocito por ultimo sufre un proceso de
fragmentacion de su citoplasma origindndose de las plaquetas o trombocitos
(LOPEZ, 2007).

1.2.3. Linfopoyesis

La linfopoyesis es el proceso por el cual el linfoblasto va transformandose hasta
llegar a formar tres series: serie linfoide B, serie linfoide T y serie linfoide NK,
que son las células encargadas de la inmunidad y por tanto desempefian un papel
esencial en los mecanismos de proteccion del organismo ante la entrada de
agentes extrafios (GARCIA, 2015).

1.2.3.1. Linfocitos

Estas células mononucleares son la pieza clave del sistema inmunitario y a veces
se describen como linfocitos pequefios, medianos y grandes sobre la base de su
diametro (4 a 15 um). Una vez activados pueden convertirse en linfoblastos de
hasta 30 um de didmetro. Desde el punto de vista morfologico parecen similares,

pero pueden tener funciones distintas basadas en su linaje y en los marcadores de

10



la superficie celular que los distinguen. Los linfocitos circulantes se originan en la
medula osea o el timo, los ganglios linfaticos o el bazo. En todo momento
alrededor del 70 % de los linfocitos transportados por la sangre son recirculante,
es decir, viajan hacia los érganos linfoides o desde ellos. El 30 % restante estara
constituida por linfocitos T inmaduros, de vida corta, que permanecen en el

espacio intravascular o se eliminan. (CAMPBELL, 2008)

1.3. Filgrastim

1.3.1. Generalidades

El Filgrastim es el factor estimulante de colonias granulociticas humano (G-CSF),
producido por tecnologia de ADN recombinante. EI Filgrastim se produce a través
de ingenieria genética, por la insercion del gen humano del G-CSF a una bacteria,
la Escherichia coli. La secuencia de aminoacidos es idéntica a la humana, salvo
por la adiciébn de metionina el extremo amino terminal y por la falta de
glicosilacion. El Filgrastim regula la produccion y la liberacion de neutréfilos
desde la médula dsea. Este, cuando es aplicado a enfermos sometidos a
quimioterapia, reduce significativamente la incidencia, gravedad y duracion de la
neutropenia (BAGO, 2010).

La purificacion y clonacion molecular del Filgrastim (G-CSFrh) se realizaron
entre 1984 y 1986 (24,25, 26). Fue purificado por primera vez de medio
condicionado de placenta por Nicola y Metcalf en el afio 86 (30), y hoy en dia se
produce con tecnologia de DNA recombinante en la bacteria Escherichia coli. El
G-CSFrh es muy similar al G-CSF enddgeno pero no idéntico, se le adicion6 una
metionina en el extremo amino-terminal necesaria para su expresion en E.coli y
este es glicosilado (GOMEZ, 2009).
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1.3.2. Composicion

Cuadro N° 1 Composicion del Filgrastim

Filgrastim (r-Met-hu-G-CSF) | 30 MUI
Filgrastim 300 ug
Acido Acético 0.5 mg
Acetato de Sodio 0,135 mg
Manitol 50 mg
Polisorbato 80 0.00 4%
Agua para inyectables c.s.p 1ml

FUENTE: BAGO L, 2015

1.3.2.1.Farmacocinética

La absorcion y aclaramiento de Filgrastim siguen una cinética de primer orden.
Existe una correlacion lineal positiva entre la dosis y la concentracion sérica de
Filgrastim, tanto si se administra por via IV, como SC. La administracion de 3,45
ug/kg y 11,5 png/kg, resultan en concentraciones de 4 y 49 ng/ml, respectivamente,
dentro de 2 a 8 horas. El volumen de distribucion es de aproximadamente 150
ml/kg, tanto en sujetos normales o en pacientes con cancer. La vida media de
eliminacién sérica es de 3,5 hs, tanto en sujetos normales como pacientes con
cancer, fue aproximadamente de 0,5 a 0,7 ml/min/hs. (BIOPROFARMA, 2015).

La tasa de eliminacion del Filgrastim depende de la concentracion del farmaco en
sangre. En tal sentido la tasa de eliminacion es de 0.5 a 0.7 ml/minuto/kg., en
humanos Adicionalmente el Filgratim, estd contraindicado en pacientes con
hipersensibilidad conocida a proteinas de E. coli, o cualquier componente del

producto El efecto del Filgrastim sobre los neutréfilos es vital en ciertas
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enfermedades ya que la principal funcion de los neutréfilos es mantener la
inmunidad antibacterial (GUTIERREZ, 2015).

1.3.3. Dosis

Las dosis recomendadas de Filgrastim en humanos son 5 mcg /kg/dia para
pacientes que reciben quimioterapia no mieloablativas y 10mcg/kg/dia para
quimioterapia mieloablativas seguidos de Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, su administracion es diaria debido a su corta vida media ( 3-5
horas ),y depuracion renal, la dosificacion diaria de Filgrastim se debe mantener
hasta que se haya sobrepasado el nadir teérico de neutrofilos y el recuento de estas
células retorne a su rango normal, su eficacia depende del nimero de dias que se
administra (Martinez, 2012).

1.3.4. Aplicaciones terapéuticas

Filgrastim se utiliza para disminuir las probabilidades de una infeccion en las
personas que tienen ciertos tipos de cancer y que reciben medicamentos de
quimioterapia que pueden disminuir la cantidad de neutrofilos, en personas que
han tenido un trasplante de médula Gsea, y en personas que tienen una neutropenia
cronica grave. Filgrastim también se utiliza para preparar la sangre para la
leucaféresis (un tratamiento en el cual ciertas células sanguineas se eliminan del

cuerpo y luego regresan al cuerpo después de la quimioterapia) (ASHP, 2015)

1.4. Elovino

1.4.1. Generalidades

La oveja es originaria de Asia suroccidental, y se dice que su domesticacion se

remonta hasta 9.000 o 12.000 afios antes de Cristo. En general se caracterizan por
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tener el cuerpo y las patas relativamente robustas, el pelaje abundante y largo, el
hocico alargado y la cola pequefia. Miden entre 1,2 y 1,8 metros de longitud, y
entre 0,6 y 1,2 metros de altura. Su peso oscila entre los 20 y los 200 kilogramos
(ROMERO, 2011).

Desde hace unos 10.000 afos, el hombre ha domesticado a las ovejas para
beneficiarse de su carne, leche y lana. La oveja pertenece a la familia de los
Bovidos. A los machos se les llama carneros, mientras que a las hembras se las
Ilama ovejas. Viven en praderas, desiertos, acantilados y zonas montafiosas de
Europa, Asia y Ameérica del norte, aunque las domesticadas se encuentran en
todos los continentes del mundo (DIAZ, 2011).

1.4.2. Caracteristicas fisiologicas del ovino

Cuadro N° 2 Datos fisioldgicos del ovino

Frecuencia cardiaca pulso y respiracion en las ovejas
Animal Latidos / minuto Respiracion / minuto
Semental 70 — 80 16 — 34
Corderos 115 15-18
Ovejas adultas 70 - 80 12 -15
Ovejas viejas 55 - 60 9-12

Temperatura del ovino
Temperatura Interpretacion
Mas de 40°c Fiebre- pirexia
(hipertermia)

39 —40°c Normal
37 —39°C Hipotermia moderada
Menos de 37°C Hipotermia severa

Fuente: Macaldowie, Eales y Small John, 2004

1.4.3. Componentes hematicos del ovino

El ndcleo del monocito de los rumiantes puede ser ovalado, indentado o

trilobulado. El citoplasma es azul grisaceo y vacuolado y puede contener

14



granulos. El citoplasma de los neutrofilos de caprinos y ovinos contiene
numerosos granulos pequefios y unos pocos granulos grandes de color rosado.
Con frecuencia se advierte la presencia de un halo alrededor de la periferia del
nucleo de los linfocitos. El eosinofilo del ovino contiene granulos ovales de

tamafio uniforme, densamente aglutinados y de color rosado (WILLIAM J, 2001).

Grafico N° 4 Monaocito trilobulado y con nucleo ovalado

FUENTE: ATLAS DE HISTOLOGIA, 2001

Cuadro N° 3 Valores Hematologicos del Ovino.

Valores normales de los indices de hematocrito, hemoglobina y proteinas
plasmaticas,
en el hemograma (Biometria hematica) del ovino
Hematocrito 27-45 %
Hemoglobina (Hb) 9-15 gr./dl.
Proteina plasmatica 6-7.5 gr./dl.
Leucocitos 4.0-12.0 miles
Eritrocitos 8.0-15.0 millones
Plaquetas 220-680 miles

Fuente: Rivera, 2006

1.4.4. Laraza Corriedale

Originaria de Nueva Zelanda, el objetivo fue generar un animal capaz de dar en
forma constante los corderos y vellones producidos por los mestizos de Merino o
razas de lana larga (SIMONETT]I, 2003).
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Composicion externa del cuerpo. Posee un cuerpo moderadamente ancho y
profundo, con una linea dorsal uniforme y horizontal. Costillas de buen arqueo y
cuartos con buenas masas musculares. Ademas posee extremidades muy fuertes,
de longitud moderada, generalmente bien cubiertas con lana (calzadas) terminadas
en pezufias negras (KUSANOVIC, 2012).

Es una raza de doble propdsito, con igual énfasis sobre la carne y la lana.

Su peso en ovejas va entre 65-80 kg y en carneros va entre 85-105 kg. En cuanto a
la carne, la buena longitud del cuerpo y la musculatura proporciona corderos que
pueden ser faenados a corta edad, 0 a una edad mas avanzada para un grado de
peso superior. Cabeza: Ancha, corta, fuerte y sin cuernos. (BAHAMONDE,
2010).

Fotografia N° 1 Ejemplar de raza Corriedale

Fuente: Lopez Vicente, 2012

Cabeza: fuerte, frente ancha y corta, perfil no muy convexo, nariz ancha y con
mucosa de color negro, orejas de tamafio mediano, espesas y cubiertas
exteriormente con lanas. Frente, mejillas y nucas completamente pobladas de
lana. Carecen de cuernos. Cuello: fuerte, corto y ancho. Cuerpo: amplia caja
toraxica y de gran profundidad. Pecho amplio y profundo. Costillas bien
arqueadas. Extremidades: medianamente cortas cubiertas de lanas hasta las
pezufias. Garrones cortos y gruesos. Pezufias de tamafio mediano, bien formadas
y de color negro (PEREZ, 2010).
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1.5. Estudios clinicos en células madre

El estudio de las células troncales se inicié a principios de la década de 1970,
cuando Till y McCulloch y més tarde Becker observaron como la células simples
de la medula 6sea podian generar todos los tipos de células hematopoyéticas in
vivo (ANZALDUA, 2007). En 1988, la Dra. Eliane Gluckman realizé con éxito el
primer trasplante sanguineo de cordon umbilical humano (CALDERON, 2013).

1.5.1. Estudios de células madre en medicina veterinaria

En los afios 70 Friedstein describié por primera vez la presencia de células
adherentes en la meédula 6sea capaz de originar hueso y cartilago. En 1987
demuestra in vitro sus propiedades (proliferacion, autorrenovacién vy
multipotencialidad). Los inicios de las investigaciones con células madre se
empez6 con el proceso que consistia en aspirar médula 6sea del esternon de
equinos y aislar células madre mesenquimales. Células troncales mesenquimales
(CTM) fueron aisladas de médula Gsea felina y posteriormente se obtuvo y
caracterizd6 CTM de médula 6sea de perro. (SANCHEZ, 2015).

1.5.2. Estudios de células madre en medicina veterinaria en Ecuador

Se reporta la obtencion de células madre hematopoyéticas del bovino para el
tratamiento de leucosis en la provincia de Cotopaxi; en el que se concluye que el
tratamiento no es eficaz para dicha enfermedad (GUTIERREZ, 2015)

La mayoria de estudios se encuentran basados en medicina humana abordando
todos los espacios en los que tiene referencia la medicina celular pero aun los
estudios son minimos. Mientras tanto en medicina veterinaria los estudios se
centran en obtencion y aplicaciones clinicas con células madre mesenquimales; de
ahi gue las investigaciones de células madre hematopoyéticas es un campo aln en

estudio.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se muestra una breve descripcion del lugar donde se ejecuté la
investigacion, materiales y métodos utilizados, la distribucion de las unidades
experimentales, disefio experimental y el analisis estadistico aplicado, durante el

desarrollo y finalizacion del ensayo.

2.1. Ubicacién

La presente investigacion se realizd en la provincia de Chimborazo, canton

Riobamba, parroquia Quimiag, comunidad Puculpala.

2.1.1. Situacion geografica

v" Provincia: Chimborazo
v' Cantén: Riobamba
v’ Parroquia :Quimiag

v" Lugar del ensayo: Comunidad Puculpala
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2.1.2. Condiciones meteoroldgicas

Cuadro N° 4 Datos meteorolégicas

Temperatura Maxima Anual | 23° C.
Temperatura Minima Anual | 7° C.
Temperatura Promedio 14° C.
Humedad Relativa 75 %

Altitud 2.754 m.s.n.m.

Precipitaciones

385,4 mm. H20 anual

Horas luz horas de sol 156,4

Viento procedencia SE  velocidad
2.2 m/s

Longitud 78°40° 59 W

Latitud 01°38°’51 S

Fuente: ESPOCH, 2013

2.2. Materiales

2.2.1. Recurso Humano

Postulante: Eduardo Luis llbay Caguana

Director: Dr. Miguel Gutiérrez

2.2.2. Materiales De Oficina

» Libreta de campo
» Papel bond
» Copias
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Internet

CD

Impresora
Esferos

Flash memory
Laptop

YV V. V V V V V

Céamara.

2.2.3. Materiales de campo

Agujas

Balanza

Termo de refrigeracion
Gasas

Gel refrigerante
Gradillas

Guantes

Jeringas de (3ml)
Tubos vacutainer tapa lila (EDTA)
Tijeras

Mascarillas

Overol

S N N N R N N N N N N SR

Termdmetro

2.2.4. Materiales de laboratorio

Aceite de inmersion

Analizador hemaético (Human Count 30)
Centrifuga (5424 Eppendorf)

Guantes de manejo

Micropipeta

N N N

Microscopio (Human Scope)



v" Porta objetos
v" Tincién Wright
v Tubos Eppendorf

2.2.5. Insumos

Alcohol (70%)
Agua inyectable
Filgrastim®
Gelofusine (500 ml)
Yodo povidona

AN N NN

2.3. Tipo de investigacion

2.3.1. Descriptiva

Se recopil6 la informacion, es decir los resultados se obtuvieron en el desarrollo
de la investigacion, el mismo que por sus condiciones y especificidad se efectud

en el lugar donde se realizo la investigacion.

La investigacion descriptiva nos permitié reconocer algunos fendmenos o eventos
que se dieron en los pardmetros hematicos de las unidades experimentales antes y

posterior a la aplicacion del Filgrastim.

2.3.2. Exploratoria

La investigacion exploratoria gener6 la recopilacion de datos especificos que
ayudaron para la realizacion de la investigacion; ya que es aln un tema muy poco

abordado, generando informacion vital para investigaciones mas rigurosas.
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2.4. Metodologia

2.4.1. Métodos

2.4.1.1. Inductivo

El método inductivo es aquel método cientifico que alcanza conclusiones
generales partiendo de hipdtesis o antecedentes en particular (SANTAELLA,
2015). Es decir las experiencias que se adquirié en el ensayo de obtencién de
células madre hematopoyeéticas utilizando Filgrastim en ovinos (Ovis aries); se las

integrd en base a la teoria y genero al respecto conclusiones finales.

2.4.1.2. Experimental

El método utilizado fue experimental, el cual se utilizé para el diagndstico de la
relacién variable independiente con las variables dependientes; basandose en la
metodologia cientifica. Con este método se recopilé datos para medir y comparar
el comportamiento de los pardmetros hematicos del grupo testigo con la de los

grupos experimentales.

2.4.2. Técnicas

2.4.2.1. Observacion

Es un procedimiento importante en la investigacion cientifica y sirvié para lograr
resultados de los objetivos planteados dentro de la investigacion. Esta técnica
ayudd en la recopilacién de informacion; y en el diagndstico de los

acontecimientos sobresalientes de la investigacion de células madres.
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2.4.2.1.1. Observacion directa

La observacion directa gener6 una relacion entre el investigador y el objeto de la
investigacion células madres; lo que permitio obtener resultados primarios,

originales e inéditos.

2.4.2.1.2. Observacion de campo

La observacién de campo permitié captar los fendmenos que se manifiestan en el
lugar de los hechos; desde la preparacion de los animales, aplicacion del

Filgrastim y la obtencion de las muestras para ser analizadas.

2.5. Disefio experimental

Para la presente investigacion se utilizo el disefio completamente al azar (DCA),
con: cuatro tratamientos y cinco unidades experimentales por tratamiento; dando

un total de 20 unidades en la investigacion.

Cuadro N° 5 Esquema de Analisis de Varianza (ADEVA)

Fuente de Variacion Grados de
Libertad

TOTAL 19

TRATAMIENTOS 3

ERROR EXP. 16

Fuente: ILBAY EDUARDO, 2016

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante el Analisis de la Varianza

(ADEVA), para establecer diferencias entre medias de los tratamientos. Se utilizd
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la prueba de rangos multiples de Duncan con un margen de diferencia al 0.05%,
utilizando el programa estadistico INFOSTAT 20.0

2.5.1. Tratamientos

Se establecio la inoculacion del factor movilizador de colonias granulociticas
“Filgrastim®”, en tres diferentes dosis dentro de los tratamiento definidos como:
Tratamiento 0 (TO/ Testigo), Tratamiento 2 (T1 /1 pg. de Filgrastim®),
Tratamiento 2 1(T2/10 pg. de Filgrastim®) y el Tratamiento 3 (T3/20 ug de

Filgrastim®) con 5 unidades experimentales.

Cuadro N° 6 Resumen de tratamientos

Tratamientos | Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

TO Testigo | Testigo | Testigo | Testigo
T1 1ug/Kg. | 1ug/Kg. | 1ug/Kg. | 1ug/Kg.
T2 10ug/Kg. | 10ug/Kg. | 10ug/Kg. | 10ug/Kg.
T3 20ug/Kg. | 20ug/Kg. | 20ug/Kg. | 20ug/Kg.

Fuente: ILBAY EDUARDO, 2016

2.5.2. Unidades experimentales

La unidad experimental se conformd por cuatro grupos con 5 animales (ovinos
machos enteros de cuatro meses de edad, con pesos entre 18 Kg; para lo que se
utilizaron 20 animales de la raza Corriedale que fueron adquiridos en el camal de

Riobamba.
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2.6. Manejo del ensayo

2.6.1. Preparacion del lugar

Se adecud el lugar de la investigacion para la estancia de los animales, tomando

en consideracidn pasto abundante y agua a su entera disposicion.

Se acondicion6 grupos temporales los cuales estan al pastoreo con el sistema de
estaca.

2.6.2. Distribucion de las unidades experimentales

Cada ovino se identifico6 con un arete los cuales se les coloco un nimero
individual, con su respectivo nimero de grupo de tratamiento especifico y dosis
de aplicacion del farmaco.

2.6.3. Manejo nutricional

Se empled pasto (gramineo y leguminoso) y agua a disposicion para la

alimentacidn de las unidades experimentales durante el ensayo.

2.6.4. Toma de muestras sanguineas

Previo a la obtencion de muestra sanguinea se realizo torundas de alcohol y se
armo los tubos vacutainer® de tapa lila con EDTA.Posterior se rasuro la zona de
la vena yugular ubicada en la tabla del cuello, alrededor de unos 10 cm de largo
por 5 cm de ancho para evitar la contaminacién previo a la toma de la muestra

sanguinea.

El lugar de obtencion de la muestra de sangre se desinfect6 con abundante alcohol
al 70%. La muestra de sangre se tomd de la vena yugular con Vacutainer® de tapa

lila. El método consistio en:
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1. armamos la aguja con el holder que es el que va a proteger la muestra extraida.
2. Unavez localizado la vena yugular, desinfectado. Se punza, dejando el holder

quieto.

3. Con la otra mano, se coloca el tubo vacutainer de tapa lila, se empuja hasta
romper el diafragma del tubo vacutainer® de tapa lila con EDTA.

4. Recolectamos la muestra hasta la linea de llenado que indica el tubo vacutainer.
5. Procedemos a sacar la aguja con el holder de la vena yugular.

6. Se coloca el algodén impregnado de alcohol en la zona donde se extrajo la
muestra sanguinea.

7. Posterior se homogeniz6 la muestra para evitar la formacion de coagulos
sanguineos en el interior y se rotuld los tubos con los datos de cada animal,

tratamiento y fecha de obtencién.

8. El total de las muestras se colocé en la gradilla y permanecieron a temperatura
ambiente por unos minutos; luego se las coloco en el termo de refrigeracion para
el envio al laboratorio en AGROCALIDAD de Tumbaco. La muestra de sangre se
recolectd por 5 dias seguidos, pre y post a aplicacion de las dosis de Filgrastim®
en tubos Vacutainer® con anticoagulante (EDTA).

2.6.5. Aplicacion del Filgrastim

El Filgrastim® se conservd en temperaturas entre 2 a 8 °C dentro del termo de
refrigeracion. Cada ampolla o jeringa de 1 ml de solucion contiene 300 pg. De
Filgrastim®. La dosis de aplicacion del Filgrastim® fue de (TO = Qug/Kg; T1 =1
ug/Kg; T2 =10 pg/Kg. Y T3 =20 ug/Kg.). Para cada animal, en cada tratamiento
con su dosis exacta. Se aplicé cada 24 horas, durante 4 dias seguidos posterior a la
toma de muestra de sangre. La via de aplicacion fue subcutanea y se realizo en
cuatro puntos especificos del lado izquierdo de la paleta desde la parte craneal a
caudal.
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Cuadro N° 7 Dosis del Filgrastim

Tratamientos dosis individual dosis total del | Dosis total Dosis
tratamiento grupal total de
Filgrastim
TO(Oug/Kg) | ======-=- | =mmemememe | emememeee | emeeeeee
T 1 (1ug/Kg) Ovino 18 kg x 18 ug 72 ug 360 ug
lug Filgrastim = | Filgrastim x 4 | Filgrastim x 5 Filgrastim
18 ug Filgrastim | dias = 72 ug animales = 360
filgrastim ug Filgrastim
T 2 (10ug/KQ) Ovino 18 kg x 10 | 180 ug 720 ug 3600 ug
ug Filgrastim = Filgrastimx 4 | Filgrastim x 5 Filgrastim
180 ug Filgrastim | dias=720ug | animales = 3600
Filgrastim ug Filgrastim
T 3 (20ug/KQ) Ovino 18 kg x 20 | 360 ug 1440 ug 3600 ug
ug Filgrastim = Filgrastim x 4 | Filgrastim x 5 Filgrastim
360 ug Filgrastim | dias = 1440 ug | animales = 7200
Filgrastim ug Filgrastim
Total
11160 ug
Filgrastim

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

2.6.6. Procesamiento de muestras sanguineas

Se transport6 hacia el laboratorio las muestras que fueron tomadas de las unidades

experimentales en el termo de refrigeracion; debidamente identificadas y se

mantuvo la cadena de frio con una temperatura de 2-8 °C.

En el laboratorio se procedio

las muestras de sangre; para el analisis en el

Contador hematico (Human Count 30). Se configurd el contador hemético con los

valores hematicos del ovino; asi mismo los valores que generé fueron valores

absolutos de la serie roja (eritrocitos), serie blanca (leucocitos, granulocitos) y

serie plaquetaria.

Para el conteo de valores relativos se realizo el frotis de cada muestra sanguinea;

en el cual se efectud la tincion con solucion Wright y se utiliz6 el microscopio

(Human Scope) con lente de 40x y 100 x con el que se identifico células

27




sanguineas de la serie blanca inmaduras y adultas. Se realizé la separacion de
células madre hematopoyéticas (CMH) de sangre periférica; el proceso consistid
en centrifugar las muestras sanguineas a 2500 r.p.m. durante 5 minutos; luego con
una micropipeta se tomo todo el plasma y se dejo la sedimentacion (parte soluble
de la sangre); después se agregd solucion gelofusine semejante a la cantidad
sedimentada (2 ml). Posterior se realiz6 la segunda centrifugacion y se identificd
un halo blanco (componentes de la serie blanca) entre la solucion gelofusine y la

sedimentacion (parte soluble de la sangre).

2.7. Determinacién de las variables

Cuadro N° 8 Relacidn de las Variables

VARIABLE VARIABLES INDICADORES
INDEPENDIENTE DEPENDIENTES
Leucocitos- Neutrdfilos, Porcentaje (%)

Basofilos, Eosinofilos-

Filgrastim (células madre) Porcentaje (%)
(1Ug/Kg. Eritrocitos Porcentaje (%)
10Ug/Kg. Plaquetas Porcentaje (%)
20Ug/Kg.) Hematocrito Porcentaje (%)

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

2.7.1. Andalisis hematico

Los andlisis hematicos del ovino se los realizé en el Laboratorio de Patologia del
Area de Diagndstico Animal, perteneciente a la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de la Calidad del Agro (AGROCALIDAD). Las muestras de
sangre se procesaron durante 5 dias del ensayo cada 24 horas. Los resultados de

los analisis se encuentran incluidos en los Anexos.
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CAPITULO Il

3. ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacién en el presente capitulo se detalla los resultados obtenidos en la
fase de experimentacion, el analisis estadistico y los esquemas graficos por cada
uno de los tratamientos, representados de la siguiente manera: Tratamiento TO
Testigo (TO=testigo); Tratamiento 1 (Tl=aplicacion 1 pg. de Filgrastim®);
Tratamiento 2 (T2=aplicacion 10 pg. de Filgrastim®); Tratamiento 3
(T3=aplicacion de 20ug de filgrastim). De ésta manera, permitio determinar su
influencia en las variables de los componentes sanguineos del ovino, como:
leucocitos, linfocitos, monocitos, granulocitos, neutrofilos,  eritrocitos y

plaquetas.
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3.1. LEUCOCITOS

Cuadro N° 9 Valor absoluto de Leucocitos dias 1, 2, 3,4y 5 (x 10%cels/ L)

Dia 1l

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

UNIDADES
EXPERIMENTALES

T0

T1

T2

T3

TO

T1

T2

T3

TO

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

7,63

4,00

9,63

5,26

7,57

3,52

25,85

5,38

7,48

3,91

22,85

12,75

6,68

7,41

23,35

13,29

5,77

7,45

31,81

18,17

1,09

7,82

7,19

3,51

2,81

7,54

15,88

24,48

2,16

7,74

13,81

21,81

5,07

8,24

14,32

20,86

4,21

9,86

17,26

31,52

7,11

4,69

6,31

8,87

6,42

4,48

15,08

52,39

6,16

2,21

17,32

41,24

6,22

4,16

12,63

40,13

6,26

6,26

17,26

61,88

591

5,16

6,27

10,88

6,65

6,17

11,07

1,74

6,16

4,97

12,98

18,41

4,34

8,19

12,63

16,41

4,91

12,23
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17,94

6,86

7,96

18,12

21,85
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22,95
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20,51
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FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Grafico N° 5 Promedios leucocitos dias 1, 2, 3,4y 5 (x 10° cel. / L)
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FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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A continuacién, en el Cuadro N° 9 y Grafico N° 5; se presentan los promedios de
concentracion de valores hematicos de la serie blanca (leucocitos) respecto a los
grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacién post aplicacion
de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie blanca
(leucocitos) respecto a los promedios: T1 (5,00 x /L), T2 (6,78 x /L), T3 (7,26 X
/L); con relacion al valor numérico del grupo testigo: TO (5,93 x /L). Estos datos,
indican que al inicio del ensayo los leucocitos se encuentra dentro de los valores
normales referenciales (4 — 12 x /L). Asi, estas diferencias, pueden ser atribuidas
a factores propios de cada uno de los individuos mediados por el sistema
inmunitario, y/o a factores externos influenciadas por agentes ambientales.
Respecto, al promedio de valores absolutos de leucocitos en el segundo dia (post
primera aplicacion de Filgrastim®); se reconoce un incremento notable en la
movilizacién celular de leucocitos en comparacion con los datos del dia 1; siendo
el grupo T3 (20,10 x /L) con la mayor movilizacién celular, seguido del T2 (15,85
x /L) con elevado promedio y el T1 (5,82 x /L), qué en comparacion al grupo
testigo TO (5,96 x /L) es el que presenta menor movilizacion celular. El grupo
testigo presenta una ligera variacion pero se encuentra en la media de los rangos
normales (4-12 x /L). Asi, el promedio de valores absolutos de leucocitos en el
tercer dia (segunda aplicacion de Filgrastim®); mantiene el incremento en la
movilizacién de leucocitos en los grupos: T3 (22,95 x /L) con la mayor
movilizacién celular, seguido del T2 (15,85 x /L) y T1 (4,71 x /L), éste Gltimo
conserva los valores ligeramente disminuidos en relacion al valor numérico del
grupo testigo: TO (5,79 x /L). De tal manera, que T3 comparado con el dia anterior
se mantiene como el tratamiento que movilizd mayor cantidad de células
leucociticas. ElI promedio de valores absolutos de leucocitos en el cuarto dia
(tercera aplicacién de Filgrastim®); mantienen los valores numéricos de
leucocitos comparado con los datos del dia anterior, asi se describe que T3 (21,73
X /L) conserva la movilizacion celular, T2 (15,05 x /L) y T1 (6,96 x /L) determina
una ligera movilizacion, comparado con los valores del grupo testigo: TO (5,79 x
/L). Finalmente, en el promedio de valores absolutos de leucocitos en el quinto dia

(cuarta aplicacion de filgrastim®); se identifica un aumento de los valores
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numericos de leucocitos, comparandolos con los datos del dia y dias anteriores. Se
observa que el T3 (29,19 x /L) y T2 (20,51 x /L) ha incrementado
considerablemente la movilizacion celular, y el T1 (8,75 x /L) presenta valores

ligeramente superiores a los del grupo testigo: TO (5,60 x /L).

Tabla N° 1 ADEVA Valoracion de leucocitos dia 1 (x 10° cel. /1)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 96517700,00

Tratamiento | 3 14865780,00 | 4955260,00 | 0,97 0,4307
Error 16 81651920,00 | 5103245,00

Cv=36,17

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla 1; el analisis de varianza (ADEVA) del parametro
hematico leucocitos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja como
resultado p=0,4307; considerando que no existe diferencia estadistica significativa
(p>=0,05), con un coeficiente de variacion (CV) de 36,17 que demuestra un
incremento en la varianza total de los resultados, pero que se mantienen dentro de

los rangos normales de leucocitos.
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Tabla N° 2 ADEVA Valoracion de leucocitos dia 2 (x 10°cels / L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2468307455,00

Tratamiento | 3 775482495,00 | 258494165,00 | 2,44 0,1017
Error 16 1692824960,00 | 105801560,00

CVv=186,21

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

A continuacion en la Tabla N° 2, se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del

parametro hematico leucocitos. El valor estadistico en el segundo dia refleja como

resultado p=0,1017; se considera que no existe diferencia estadistica significativa
(p<=0,05), con CV de 86,21.

Tabla N° 3 ADEVA Valoracion de leucocitos dia 3 (x 10°cels / L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 1706364280,00

Tratamiento | 3 1130151520,00 | 376717173,33 | 10,46 0,0005
Error 16 576212760,00 | 36013297,50

CV=48,69

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

34




A continuacion en la Tabla N° 3, se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
pardmetro hemaético leucocitos. El valor estadistico en el tercer dia refleja como
resultado p=0,0005; se considera que existe diferencia estadistica significativa
(p<=0,05), con CV de 48,69 que demuestra un incremento en la varianza de los
resultados pero con una ligera disminucion en relacion al dia anterior. Los valores
demuestran el incremento en la movilizacion de células leucociticas de médula
Osea a sangre periférica, debido a la influencia del filgrastim® en el organismo del
ovino; como lo describe (GUTIERREZ, 2015) en el que detalla el incremento de
leucocitos en sangre periférica en una primera, segunda aplicacion de filgrastim®
al utilizarlo en bovinos; y se sustentan en el estudio (WALBERG Y LOAR,

2004), en el que indican valores de leucocitos respecto a los movilizadores.

Tabla N° 4 Prueba de DUNCAN Valoracion de leucocitos dia 3

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 22950.00 A
2 15854,00 A
0 5786,00 B
1 4714,00 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 4. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias; en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas significativas, particularmente entre los grupos T3A y T2A respecto al

grupo TOB y T1B. Asi, TO no presenta diferencia estadistica significativa con T1
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(representado con la letra B); de igual forma el T2 y T3 no representan diferencias
estadisticas significativas entre ellos (representado con la letra A), estableciendo
que los grupos T2 y T3 movilizan células leucociticas a la primera aplicacién y
posterior a la segunda aplicacion de Filgrastim®, y el que mas moviliza es T3 (20

pg de Filgrastim®)

Tabla N° 5 ADEVA Valoracion de leucocitos dia 4 (x 10°cels / L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 1393412055,00

Tratamiento | 3 836110255,00 |278703418,33 | 8,00 0,0018
Error 16 557301800,00 | 34831362,50

CV=47,66

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

A continuacion en la Tabla N° 5, se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico leucocitos. El valor estadistico en el cuarto dia refleja como
resultado p=0,0018; se considera que existe diferencia estadistica significativa
(p<=0,05), con CV de 47,66 que demuestra una ligera dispersién en la varianza de

los resultados.
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Tabla N° 6 Prueba de DUNCAN Valoracion de leucocitos dia 4

TRATAMIENTO MEDIAS *
3 21726,00 A
2 15052,00 A
1 6964,00 B
0 5792,00 B

Se expone en la Tabla N° 6. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando

diferencias; en este caso existen dos rangos que estdn determinando diferencias

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

minimas significativas, particularmente entre los grupos T3A y T2A respecto al

grupo TOB y T1B. Asi, TO no presenta diferencia estadistica significativa con T3
(representado con la letra B); de igual forma T2 y T3 no presentan una diferencia

estadistica significativa (representado con la letra B), estableciendo que los grupos

T2 y T3 mantienen la movilizacion de células leucociticas, y el que mas moviliza
es T3 (20 pg de Filgrastim®).

Tabla N° 7 ADEVA Valoracion de leucocitos dia 5 (x 10°cels / L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 3367783858,55

Tratamiento | 3 1640991631,35 | 546997210,45 | 5,07 0,0118
Error 16 1726792227,20 | 107924514,20

Cv=7110

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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A continuacion en la Tabla N° 7, se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hemaético leucocitos. El valor estadistico en el quinto dia refleja como
resultado p=0,0118; se considera que existe diferencia estadistica significativa
(p<=0,05), con CV de 71,10 que demuestra una ligera dispersion en la varianza de
los resultados. Los valores demuestran el incremento en la movilizacion de células
leucociticas de médula 6sea a sangre periférica, debido a la influencia del
filgrastim® en el organismo del ovino; como lo describe (GUTIERREZ, 2015) en
el que detalla el incremento y mantencién de leucocitos en sangre periférica en

una segunda y tercera aplicacion de filgrastim® al utilizarlo en bovinos.

Tabla N° 8 Prueba de DUNCAN Valoracion de leucocitos dia 5

TRATAMIENTO | MEDIAS *

3 29190,00 A
2 14909,40 A
1 8752,00 A
0 5598,00 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 8. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas significativas, particularmente entre los grupos T3A, T2A y T1A
respecto al grupo TOB. Asi, T1 T2 y T3 no presenta diferencias estadisticas
minimas significativa entre ellos; estableciendo que los grupos T2 y T3 movilizan
células leucociticas a la primera aplicacion, y posterior a la segunda aplicacion de
Filgrastim® mantienen la movilizacién; sin embargo el T1 posterior a la tercera
aplicacion empieza a movilizar leucocitos, y el T3 incrementa los valores de
movilizacion y es el que mas moviliza (20 pg de Filgrastim®) en relacion al resto

de tratamientos.
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3.2. LINFOCITOS

Cuadro N° 10 Valor absoluto de linfocitos dias 1, 2, 3,4y 5 (%)

DIA DIA DIA DIA

1 2 DIA3 4 5
UNIDADES
EXPERIMENTALES T0 |11 (T2 |T3 |TO (T1 |T2 |T3 |(TO |T1 (T2 (T3 |TO (T1 |T2 |T3 |TO |T1 T2 T3
1 76,40(83,80|87,70|84,80|82,50(82,10(98,20| 77,30 (83,30|81,1098,20 | 75,30 | 87,40 85,40 (98,20 | 68,10 | 83,10 | 73,10 | 98,20 | 58,80
2 94,30(79,70180,50|89,30|83,70|84,40]96,40|67,30| 83,40 | 79,60 | 67,60 [ 98,20 [ 92,60 | 83,30 98,20 98,20 | 84,30 75,60 | 98,10 | 98,20
3 87,00|78,30|86,20(76,20|94,20(79,90(98,20|62,40 (89,50 | 81,90 | 56,20 | 56,30 | 89,10 | 77,50 [ 98,40 | 63,50 | 87,10 | 66,40 | 98,10 | 98,20
4 73,00(90,50(87,90|83,00|80,20|75,10]98,20|72,10|77,10| 74,50 | 65,20 (81,60 | 77,50 | 83,80 | 64,80 72,30 73,30 88,10 98,20 | 98,10
5 67,20|87,70|88,40(78,70|81,2074,80(63,20| 77,50 (84,80|76,80| 75,50 (31,70| 64,20 73,50 (73,50 98,20 | 59,40 | 70,10 98,20 | 98,20
PROMEDIO 79,58 184,00 86,14 [82,40|84,36 79,26 (90,84 | 71,32 (83,62 | 78,78 72,54 (68,62 | 82,16 | 80,70 (86,62 | 80,06 | 77,44 | 74,66 | 98,16 [ 90,30

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Gréafico N° 6 Promedios linfocitos dias 1, 2, 3, 4 y 5 (%)
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40




A continuacion, en el Cuadro N° 10 y Gréafico N° 6; se presentan los promedios de
concentracion de valores relativos hematicos de la serie blanca (linfocitos)
respecto a los grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion
post aplicacién de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie blanca
(linfocitos) respecto a los promedios: TO (79,58 %), T1 (84,00%), T2 (86,14 %) y
T3 (82,40 %). Estos datos, indican que al inicio del ensayo los linfocitos se
encuentran dentro de los valores normales referenciales (41-83%). Asi, estas
diferencias, pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los individuos
mediados por el sistema inmunitario, Yy/o a factores externos influenciadas por
agentes ambientales. Respecto, al valor relativo de promedios de linfocitos en el
segundo dia del ensayo (primera aplicacion de Filgrastim®), no se evidencia un
incremento considerable: siendo el T2 (90,84%), en el que se observa un ligero
aumento; mientras que T1 (79,26 %) y T3 (71,32%) se encuentran por debajo del
valor promedio del grupo testigo TO (84,36%). Asi, en el valor relativo de
promedios de linfocitos en el tercer dia (segunda aplicacion de Filgrastim®); no
existe incremento en los valores numéricos de movilizacion de los tratamientos o
grupos: TO (83,62%), T1 (78,78 %), T2 (72,54%) Y T3 (68,62%). EI promedio de
valores relativos de linfocitos en el cuarto dia (tercera aplicacion de Filgrastim®),
no presentaron incremento en los valores numéricos de movilizacion de los
tratamientos o grupos: asi el T2 (86,82%) destaco un ligero incremento
comparado con los promedios del T1 (80,70%) y T3 (80,06%); sin embargo, estos
valores se encuentran por debajo del valor promedio del grupo testigo o control
TO (82,16%).Sin embargo en el promedio de valores relativos de linfocitos en el
quinto dia (cuarta aplicacion de filgrastim®); se observo un aumento numeérico de
los valores en los tratamientos T2 (98,16%) Y T3 (90,30%) respecto al T1
(74,66%) y al grupo testigo TO (77,44%).
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Tabla N° 9 ADEVA Valoracién de linfocitos dia 1 (%)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 848,24

Tratamiento | 3 114,56 38,19 0,83 0,4953
Error 16 733,68 45,86

CV=38,16

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla N° 9; el andlisis de varianza (ADEVA) del parametro
hematico linfocitos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja como
resultado p=0,4953; considerando que no existe diferencia estadistica significativa
(p>=0,05), con un coeficiente de variacion (CV) de 8,16 que demuestra

homogeneidad del manejo del experimento.

Tabla N° 10 ADEVA Valoracion de linfocitos dia 2 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2348,05

Tratamiento | 3 1020,27 340,09 4,10 0,0246
Error 16 1327,78 82,99

Cv=11,19

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla N° 10; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
pardmetro hematico linfocitos en el segundo dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0246; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 11,19.

Tabla N° 11 Prueba de DUNCAN valoracién de linfocitos dia 2

TRATAMIENTO | MEDIAS *
2 90,84 A
0 84,36 A B
1 79,26 B
3 71,32 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 11. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T2A y TOAB respecto al grupo T1B y
T3B. Asi, T3 no presenta diferencia estadistica significativa con T1 (representado
con la letra B); de igual forma TO y T1 no representan una diferencia estadistica
significativa con T3 (representado con la letra B), considerando que el mejor
resultado que determina una ligera movilizacion de células linfociticas a la

primera aplicacion de Filgrastim® lo registra el T2 (10 pg de filgrastim).
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Tabla N° 12 ADEVA Valoracion de linfocitos dia 3 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 4392,98

Tratamiento | 3 660,90 | 220,30 | 0,94 0,4424
Error 16 3732,08 | 233,25

Cv=120,12

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En relacion a la Tabla 12; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico linfocitos en el tercer dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,4424; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 20,12.

Tabla N° 13 ADEVA Valoracién de linfocitos dia 4 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2951,41

Tratamiento | 3 131,15 | 43,72 0,25 0,8615
Error 16 2820,25 | 176,27

Cv=16,12

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Respecto a la Tabla 13; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico “linfocitos” en el cuarto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,8615; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 16,12.
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Tabla N° 14 ADEVA Valoracion de linfocitos dia 5(%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 3854,63

Tratamiento | 3 1826,33 | 608,78 | 4,80 0,0143
Error 16 2028,30 | 126,77

CVv=13,22

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

De tal forma respecto a la Tabla 14; se presenta el anélisis de varianza (ADEVA)
del parametro hemaético linfocitos en el cuarto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0143; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 13,22.

Tabla N° 15 Prueba de DUNCAN valoracién de linfocitos dia 5

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 98,16 A
2 90,30 A
0 77,44 AB
1 74,66 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 15. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T3A y T2A respecto al grupo TOAB
T1B. Asi, T3 y T2 presenta diferencia estadistica significativa con T1
(representado con la letra B); de igual forma TO y T2 no representan una
diferencia estadistica significativa con T3 (representado con la letra A),
determinando que el mejor resultado para la movilizacion de células linfociticas es
superior con dosis consecutivas y posterior a la cuarta aplicacion de Filgrastim®,

registrando al T3 (20 pg de Filgrastim) la dosis que mejor movilizo.
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3.3. MONOCITOS

Cuadro N° 11 Valor absoluto monocitos dias 1, 2, 3,4y 5 (%)

DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA S5

UNIDADES

EXPERIMENTALES TO (T1 |T2 T3 |TO|T1 | T2 [ T3 |TO|T1| T2 | T3 (TO | T1 | T2 | T3 [ TO | T1 | T2 | T3
1 8,70(10,10{9,70 | 9,30 (8,70(9,60( 0,80 | 9,20 |8,70|8,80| 0,80 (13,20|8,90| 9,10 | 0,80 (10,30| 8,80 | 9,10 (0,80|11,70
2 4,70(7,90 |9,00 | 8,70 |8,80|9,40| 1,00 |11,50(9,50(9,30(10,40| 0,80 |6,40|10,70( 0,80 | 0,80 | 8,90 {11,10|0,90| 0,80
3 9,00/8,70 |8,80 | 9,20 (0,60|8,80( 0,80 {10,80(9,10|8,70| 0,80 |10,10|1,10( 9,10 | 0,60 [10,70(10,20| 9,10 |0,80( 0,80
4 9,2018,50 |9,20 (10,30(8,80|9,30( 0,80 | 9,10 |8,80{9,10(12,10| 9,60 |9,10( 9,50 {11,20( 9,90 | 9,10 |10,50]0,90( 0,90
5 0,90(8,80 |10,40( 9,50 |{0,70|9,10(10,40|10,40(9,40(8,90(12,10| 1,10 |1,20| 9,20 |(10,20| 0,80 | 2,60 |{10,20|0,90| 0,80
PROMEDIO 6,50(8,80 |9,42 | 9,40 [5,52(9,24| 2,76 |10,20|9,10|8,96| 7,24 | 6,96 |5,34| 9,52 | 4,70 | 6,50 | 7,92 (10,00{0,86| 3,00

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Gréfico N° 7 Promedios monocitos dias 1, 2, 3, 4y 5 (%)
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A continuacion, en el Cuadro N° 11 y Gréafico N° 7; se presentan los promedios de
concentracion de valores hematicos de la serie blanca (monocitos) respecto a los
grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion post aplicacion
de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie blanca
(monocitos) respecto a los promedios: T2 (9,42%), T3 (9,40%) y T1 (8,80)
encontrandose superiores con relacion al valor numérico del grupo testigo: TO
(6,50%). Estos datos, indican que al inicio del ensayo los monocitos se encuentra
dentro de los valores normales referenciales (0 —13%). Asi, estas diferencias,
pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los individuos mediados
por el sistema inmunitario, Yy/o a factores externos influenciadas por agentes
ambientales. Respecto, al valor relativo de promedios de monocitos en el segundo
dia de ensayo se describe que: T3 (10,20%), T1 (9,24%) se encuentran superiores
en comparacion del testigo. T2 (2,76%) se encuentran por debajo del valor
promedio del grupo testigo TO (5,52%). En el tercer dia de ensayo, destaca el
valor numérico méas alto el del grupo testigo: TO (9,10%) comparado con los
promedios de los grupos en estudio: T1 (8,96%), T2 (7,24%) y T3 (6,96%) en ese
orden, se encuentran por debajo del valor promedio del grupo testigo TO. En el
cuarto dia de ensayo, los tratamientos T1 (9,52%) y T3 (6,50%) se encuentran
elevados a comparacion del promedio testigo TO (5,34%) y el T2 (4,70%) se
encuentra por debajo del promedio de TO. Finalmente, en el quinto dia de ensayo,
se destaca el valor numérico més alto el del grupo T1 (10,00%) comparado con
los promedios de los grupos en estudio. T3 (3,00%) y T2 (0,86%) se encuentran
por debajo del valor promedio del grupo testigo TO (7,92%). Se considera que la
aplicacion de filgrastim genera inicialmente aumento leve de los monocitos
posterior a la primera aplicacion, luego posiblemente por equilibrio del sistema
inmunoldgico estos no se movilizan y disminuyen o se mantienen en los rangos de

normalidad.
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Tabla N° 16 ADEVA Valoracion de monocitos dia 1 (%)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 87,30

Tratamiento | 3 28,71 9,57 2,61 0,0870
Error 16 58,59 3,66

CVv=12243

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla N° 16; el andlisis de varianza (ADEVA) del parametro
hematico monocitos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja como
resultado p=0,0870; considerando que no existe diferencia estadistica significativa
(p>=0,05), con un coeficiente de variacion (CV) de 22,43 que demuestra
homogeneidad del manejo del experimento.

Tabla N° 17 ADEVA Valoracién de monocitos dia 2 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 333,76

Tratamiento | 3 177,03 59,01 6,02 0,0060
Error 16 156,73 9,80

CV=45,16

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla N° 17; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
pardmetro hemético monocitos en el segundo dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0060; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 45,16.

Tabla N° 18 Prueba de DUNCAN valoracién de monocitos dia 2

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 10,20 A
1 9,24 A
0 5,52 B
2 2,76 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 18. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T3A y T1A respecto al grupo TOB y
T2B. Asi, T3 no presenta diferencia estadistica significativa con T1 (representado
con la letra B); de igual forma T2 y TO no representan una diferencia estadistica
significativa (representado con la letra B), considerando que la movilizacion de
celulas monociticas a la primera aplicacion de Filgrastim® se registré en T3 (20

ug de Filgrastim), mientras que en el T2 registré menor movilizacion.
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Tabla N° 19 ADEVA Valoracion de monocitos dia 3 (%)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 287,83

Tratamiento | 3 18,87 6,29 0,37 0,7728
Error 16 268,96 16,81

CV=5484

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Respecto a la Tabla 19; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del

parametro hematico monocitos en el tercer dia de ensayo. El valor estadistico

refleja como resultado p=0,7728; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 54,84.

Tabla N° 20 ADEVA Valoracion de monocitos dia 4 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 360,69

Tratamiento | 3 68,53 22,84 1,25 0,3244
Error 16 292,16 18,26

CV= 65,59

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En relacion a la Tabla N° 20; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del

parametro hematico monocito en el cuarto dia de ensayo. El valor estadistico

refleja como resultado p=0,3244; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 65,59.
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Tabla N° 21 ADEVA Valoracion de monocitos dia 5 (%)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 403,75

Tratamiento | 3 269,37 89,79 10,69 0,0004
Error 16 134,38 8,40

CV=153,22

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Respecto a la Tabla N° 21; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hemético monocitos en el quinto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0004; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 53,22.

Tabla N° 22 Prueba de DUNCAN Valoracion de monocitos dia 5

TRATAMIENTO | MEDIAS *
1 10,00 A
0 7,92 A
3 3,00 B
2 0,86 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 22. Segun la prueba de comparacién de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T1A y TOA respecto al grupo T3B y
T2B. Asi, T2 no presenta diferencia estadistica significativa con T3 (representado
con la letra B); de igual forma TO y T1 no representan una diferencia estadistica
significativa (representado con la letra A), concluyendo que el mejor resultado
para la movilizacion de celulas monociticas a la cuarta aplicacion de Filgrastim®
se registro en T1 (1 pg de filgrastim), mientras que en el T2 se registr6 menor

movilizacion.
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3.4. EOSINOFILOS

Cuadro N° 12 Valor absoluto de eosindfilos dias 1, 2, 3, 4 y 5 (%)

DIA1

DIA 2

DIA 3

DIA 4

DIAS

UNIDADES
EXPERIMENTALES

T0

T1

T2

T3

T0

T1 [T2

T3

T0

T1

T2

T3

TO

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

14,90

6,20

2,60

6,00

8,80

8,30 1,00

13,60

8,10

10,10

1,10

11,50

3,70

5,50

1,10

21,60

8,10

17,90

1,00

29,50

1,00

12,40

10,50

2,00

7,50

6,20 3,00

21,20

7,10

11,10

22,00

1,10

1,10

6,10

1,10

1,10

6,90

13,40

1,00

1,00

4,00

13,00

5,00

14,60

5,20

11,30( 1,00

26,90

1,40

9,30

1,10

33,70

10,10

13,40

1,10

25,80

2,80

24,50

1,00

1,00

17,70

1,00

2,90

6,80

11,30

15,60| 1,00

18,80

14,10

16,40

22,70

8,80

13,30

6,70

23,90

17,80

17,50

1,50

1,00

1,00

31,90

3,60

1,20

11,80

18,20

16,10 26,40

12,10

5,80

14,30

12,40

67,20

34,60

17,40

16,40

1,10

38,00

19,70

1,00

1,00

PROMEDIO

13,90

7,24

4,44

8,24

10,20

11,50| 6,48

18,52

7,30

12,24

11,86

24,46

12,56

9,82

8,72

13,48

14,66

15,40

1,00

6,70

FUENTE:

ILBAY EDUARDO, 2016
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Grafico N° 8 Promedios de eosinofilos dias 1, 2, 3, 4y 5 (%)
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FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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A continuacion, en el Cuadro N° 12 y Gréafico N° 8; se presentan los promedios de
concentracion de valores relativos hematicos de la serie blanca (eosindfilos)
respecto a los grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion
post aplicacién de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie blanca
(eosindfilos) respecto a los promedios: TO (13,9%), T1 (7,24%), T2 (4,44%), y T3
(8,24%).Estos datos, indican que al inicio del ensayo los eosinéfilos se encuentran
dentro de los valores normales referenciales (0-15%). Asi, estas diferencias,
pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los individuos mediados
por el sistema inmunitario, Yy/o a factores externos influenciadas por agentes
ambientales. Respecto, al valor relativo de promedios de eosinéfilos en el segundo
dia de ensayo (primera aplicacion de Filgrastim®). Se describen los promedios de
los grupos: el T3 (18,52 %) tiene el promedio numérico méas alto de movilizacion
celular; seguido de T1 (11,50 %) y TO (10,20 %), mientras que el T2 (6,48 %)
refleja el minimo valor numérico. En el tercer dia de ensayo el promedio de
valores relativos de eosinofilos determinan que el grupo T3 (24,46 %) mantiene
el promedio numérico mas alto de movilizacion celular, seguido del T1 (12,24 %),
T2 (11,86 %) y el grupo testigo TO (7,30). El promedio de valores relativos de
eosindfilos en el cuarto dia de ensayo describe que el grupo T3 (13,48 %) se
encuentra superior al promedio de TO (12,56%), mientras que los T1 (9,82%) y
T2 (8,72%) se encuentran por debajo del promedio de TO. Finalmente, en el
quinto dia de ensayo los promedios de valores en T1 (15,40%) se encuentra por
encima de los valores promedios del grupo testigo TO y los tratamientos T3
(6,70%) y T2 (1,00%) se encuentran por debajo de los promedios del grupo
testigo TO. Se considera que a la primera aplicacion de Filgrastim® ya existe
movilizacion de eosindfilos a dosis de (20 pg de Filgrastim®), sin embargo a
dosis de (1 pg de Filgrastim®) son necesarias tres dosis consecutivas para generar

movilizacién celular.
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Tabla N° 23 ADEVA Valoracién de eosinofilos dia 1 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 1105,83

Tratamiento | 3 236,45 78,82 1,45 0,2654
Error 16 869,38 54,34

Cv=87,18

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla N° 23; el analisis de varianza (ADEVA) del pardmetro
hematico eosindéfilos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja como
resultado p=0,2654; considerando que no existe diferencia estadistica significativa
(p>=0,05), con un coeficiente de variacion (CV) de 87,18.

Tabla N° 24 ADEVA Valoracion de eosinofilos dia 2 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 1197,96

Tratamiento | 3 380,24 126,75 2,48 0,0983
Error 16 817,72 51,11

CVv=61,23

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla 24; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico eosinofilos en el segundo dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0983; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 61,23.

Tabla N° 25 ADEVA Valoracién de eosinofilos dia 3 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 4253,07

Tratamiento | 3 809,87 269,96 1,25 0,3232
Error 16 3443,20 215,20

CV=105,05

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En relacion a la Tabla N° 25; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico eosinofilos en el tercer dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,3232; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 105,05.
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Tabla N° 26 ADEVA Valoracion de eosinéfilos dia 4

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 1896,67

Tratamiento | 3 75,45 25,15 0,22 0,8804
Error 16 1821,22 113,83

CV=95,73

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Respecto a la Tabla N° 26; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico eosindfilos en el cuarto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,8804; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 95,73.

Tabla N° 27 ADEVA Valoracion de eosindfilos dia 5 (%)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2458,85

Tratamiento | 3 707,56 235,85 2,15 0,1334
Error 16 1751,29 109,46

Cv=110,83

FUENTE: EDUARDO ILBAY 2016

En relacion a la Tabla N° 27; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico eosindfilos en el quinto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,1334; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CVv de 110,83.

58



3.4. NEUTROFILOS

Cuadro N° 13 Valor absoluto de Neutrdfilos dias 1, 2, 3, 4y 5 (%)

DIA1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIAS
UNIDADES
EXPERIMENTALES T |11 (T2 |73 |10 (T2 T2 |13 |TO |T1 (T2 |13 |TO (|T1 (T2 |T3 |(TO |T1 |T2 |13
1 18| 26| 33 8 40( 26| 45| 27| 35| 37 55 55| 20 48| 49| 54| 20| 48| 23| 54
2 18 91 18| 34 15 37| 46| 38| 20| 48 60( 63 71 26| 58| 75 71 26| 58| 75
3| 34 6| 27| 17 17) 28| 40| 26| 55 30 62| 67 30| 45| 23| 56| 30 45 23| 56
41 25 41 34| 22 25( 10| 29| 30| 33| 15 60( 32| 40 35| 55 51| 40| 35| 23| 51
5| 27| 13| 12| 49 25| 25| 46| 39| 32| 30 54 65 16| 23| 55| 63 16| 23| 55 63
PROMEDIO 2441116 | 248 | 26,0 | 24,4 25,2| 41,2| 32,0| 35,0| 32,0(58,20( 56,4| 22,6| 35,4| 48,0 59,8| 22,6 35,4| 36,4| 59,8

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Grafico N° 9 Promedios de Neutrofilos diasl, 2, 3,4y 5 (%)
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A continuacion, en el Cuadro N° 13 y Gréafico N° 9; se presentan los promedios de
concentracion de valores relativos hematicos de la serie blanca (neutrdfilos)
respecto a los grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion
post aplicacién de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie blanca
(neutrofilos) respecto a los promedios: TO (24,4%), T1 (11,6%), T2 (24,8%) y T3
(26%). Estos datos, indican que al inicio del ensayo los neutréfilos se encuentran
dentro de los valores normales referenciales (11-47%). Asi, estas diferencias,
pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los individuos mediados
por el sistema inmunitario, y/o a factores externos influenciadas por agentes
ambientales. Respecto al valor relativo de promedios de neutréfilos en el segundo
dia de ensayo se describe que: T2 (41,20%), T3 (32,00%) y T1 (25,20%) se
encuentran aumentados el valor promedio del grupo testigo T4 (26,77%) en
relacion al primer dia. El valor relativo de promedios de neutréfilos en el tercer
dia de ensayo destaca el valor numérico mas alto el del grupo T2 (58,20%)
seguido de T3 (56,40%), mientras que T1 (32,00%) se encuentra por debajo del
valor promedio del grupo testigo TO (35,00). El valor relativo de promedios de
neutrdfilos en el cuarto dia de ensayo determina el valor numérico mas alto el del
grupo T3 (59,80%), sequidos por T2 (48,00%), T1 (35,40%) y testigo TO
(22,60%). Finalmente,; el valor relativo de promedios de neutréfilos en el quinto
dia de ensayo. Establece el valor numérico méas alto al grupo T3 (59,80%),
seguidos por T2 (36,40%), T1 (35,40%) sobre del valor promedio del grupo
testigo TO (22,60%). En consecuencia, existe movilizacion celular a la primera
aplicacion de Filgrastim®, y los valores celulares se mantienen y son

directamente proporcionales a la dosis.
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Tabla N° 28 ADEVA Valor de Neutrdfilos dia 1(%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2554,20

Tratamiento | 3 687,00 229,00 1,96 0,1604
Error 16 1867,20 116,70

CV=49,78

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla N° 28; el andlisis de varianza (ADEVA) del parametro

hematico neutréfilos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja como

resultado p=0,1604; considerando que no existe diferencia estadistica significativa

(p>=0,05), con un coeficiente de variacion (CV) de 49,78.

Tabla N° 29 ADEVA Valoracion de Neutrofilos dia 2 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2036,20

Tratamiento | 3 909,40 303,13 4,30 0,0209
Error 16 1126,80 70,43

Cv=27,34

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla N° 29; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico neutréfilos en el segundo dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0209; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 27,34.

Tabla N° 30 Prueba de DUNCAN valoracién de Neutrofilos dia 2

TRATAMIENTO MEDIAS *
2 41,20 A
3 32,00 A
1 25,20 A B
0 24,40 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En la Tabla N° 30; segun la prueba de comparacion de medias de Duncan. Se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T2A, T3A, respecto al grupo T1AB,
TOB. Asi se observa que T3y T1 no refleja una diferencia estadistica significativa
con T2 (representado con la letra A), pero las medias de éstos tres tratamientos
(T2, T3, T1) presentan marcada diferencia estadistica significativa con TO
(representado con la letra B), concluyendo que T2 es el tratamiento que
numericamente moviliza mas neutrofilos, mientras T1 muestra ser el tratamiento

con menor movilizacién celular.
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Tabla N° 31 ADEVA Valoracion de Neutrdéfilos dia 3 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 4954,80

Tratamiento | 3 2862,80 954,27 7,30 0,0027
Error 16 2092,00 130,75

CVv=25,19

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

A continuacion respecto a la Tabla N° 31; se presenta el analisis de varianza

(ADEVA) del parametro hematico neutrofilos en el tercer dia de ensayo. El valor

estadistico refleja como resultado p=0,0027; considerando que existe diferencia

estadistica significativa (p<=0,05); con un CV de 25,19 el mismo que describe la

disminucion en la dispersion de la varianza total de resultados con relacion al dia

anterior, debido a la accién del filgrastim®.

Tabla N° 32 Prueba de DUNCAN valoraciéon de Neutro6filos dia 3

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 58,20 A
2 56,40 A
0 35,00 B
1 32,00 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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En la Tabla N° 32; segun la prueba de comparacion de medias de Duncan. Se
observa que algunos de los pares de las medias estdn generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T3A, T2A, respecto al grupo TOB,
T1B. Asi, se observa que TO y T1 refleja una diferencia estadistica significativa
con T3 y T2 (representado con la letra A), pero las medias de éstos tres
tratamientos (T1, T2, T3) presentan marcada diferencia estadistica significativa
con TO (representado con la letra B), concluyendo que T3 es el tratamiento que
numericamente moviliza mas neutrofilos, mientras T1 muestra ser el tratamiento

con menor movilizacion celular.

Tabla N° 33 ADEVA valoracion de Neutrofilos dia 4 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 6192,95

Tratamiento | 3 3857,75 1285,92 8,81 0,0011
Error 16 2335,20 145,95

CVv=129,15

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

A continuacion respecto a la Tabla N° 33; se presenta el andlisis de varianza
(ADEVA) del parametro hematico “neutrofilos” en el cuarto dia de ensayo. El
valor estadistico refleja como resultado p=0,0011; considerando que existe
diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 29,15 el mismo que
describe el aumento en la dispersion de la varianza total de resultados con relacion
al dia anterior, debido a la accién del Filgrastim® en la movilizacion y aumento

de células inmaduras desde médula 6sea a sangre periférica (GUTIERREZ, 2015)
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posterior a 24 horas de su aplicacion y relaciondndolo de manera indirecta con la
vida media de granulocitos (neutrofilos) a nivel sanguineo (VILLIERS Y
BLACKWOOD, 2012).

Tabla N° 34 Prueba de DUNCAN valoracién de Neutrofilos dia 4

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 59,80 A
2 48,00 A
1 35,40 B
0 22,60 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Segun la Tabla 34; indica la prueba de comparacion de medias de Duncan. Se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T3A y T2A, respecto al grupo T1B y
TOA. Asi se observa que TO y T1 refleja una diferencia estadistica significativa
con T3 y T2 (representado con la letra A), pero las medias de éstos dos
tratamientos presentan marcada diferencia estadistica significativa con T1 y TO
(representado con la letra B), concluyendo que T3 numéricamente moviliza mas
neutréfilos en el cuarto dia sobre el valor promedio normal, mientras T2 muestra

ser el tratamiento con menor movilizacién celular.

66



Tabla N° 35 ADEVA Valoracion de Neutréfilos dia 5 (%)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 6464,95

Tratamiento | 3 3602,55 1200,85 6,71 0,0038
Error 16 2862,40 178,90

CVv=34,70

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Tabla N° 36 Prueba de DUNCAN Valoracion de Neutréfilos dia 5

TRATAMIENTO | MEDIAS *
0 22,60 A
1 35,40 A
2 36,40 A
3 59,80 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

A continuacion respecto a la Tabla N° 35; se presenta el analisis de varianza
(ADEVA) del parametro hemadtico “neutr6filos” en el quinto dia de ensayo. El
valor estadistico refleja como resultado p=0,0038; considerando que existe
diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 34,70, se destaca y
compara estos valores con estudios realizados en humanos, en los que resalta el
aumento hematico y la mayor movilizacion celular (neutréfilos) en el quinto dia a
sangre periférica (MARTINO y otros, 2014).
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Se expone en la Tabla N° 36. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estdn determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos TOA, T1A y T2A respecto al grupo
T3B. Asi, T3 presenta diferencia estadistica significativa con TO, T1 y T2
(representado con la letra A); concluyendo que el mejor resultado para la
movilizacion de células - neutréfilos a la primera aplicacion de filgrastim®, y para
mantener constante su movilizacion lo registro el T3 (20 pg de filgrastim)

respecto al reto de los grupos.
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3.5. ERITROCITOS

Cuadro N° 14 Valor absoluto de Eritrocitos dias 1, 2, 3, 4y 5 (x 1012/L)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

DIA 4

DIA 5

UNIDADES
EXPERIMENTALES

T0

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

T0

Tl

T2

T3

T0

T1

T2

T3

12,47

12,05

11,36

13,37

13,48

13,03

11,48

13,95

13,21

13,53

10,31

12,54

12,41

12,52

11,13

12,01

12,32

12,46

10,88

12,67

11,97

10,96

11,67

11,44

12,86

10,71

11,87

11,65

12,56

10,05

12,11

10,66

12,26

10,11

11,28

10,97

12,21

10,08

11,46

10,51

11,61

12,59

12,60

8,66

11,66

12,13

13,51

10,67

11,56

11,68

12,42

10,44

11,56

12,23

12,11

10,18

11,41

11,88

11,46

10,93

12,99

14,17

12,97

13,67

12,15

13,98

12,91

10,78

12,71

13,71

12,62

10,51

12,67

14,33

12,66

10,34

11,44

14,57

13,11

15,48

12,40

12,07

11,67

11,70

12,17

12,31

13,01

12,49

12,83

11,11

12,21

12,11

11,94

11,22

11,47

11,91

11,91

12,36

13,11

12,74

PROMEDIO

12,29

12,37

12,05

11,77

12,46

12,43

12,56

11,91

12,57

12,02

11,93

11,25

12,17

12,08

11,73

11,08

11,86

12,27

12,00

12,47

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Grafico N° 10 Promedios de Eritrocitos dias 1, 2, 3, 4y 5 (x 10*4/L)
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FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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A continuacién, en el Cuadro N° 14 y Grafico N° 10; se presentan los promedios
de concentracién de valores absolutos hemaéticos de la serie roja (eritrocitos)
respecto a los grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion
post aplicacién de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en la serie roja
(eritrocitos) respecto a los promedios: TO (12,29 x /L), T1 (12,37 x /L), T2 (12,05
x /L)y T3 (11,77 x /L).Estos datos, indican que al inicio del ensayo los eritrocitos
se encuentran dentro de los valores normales referenciales (6,2-15,5 x L). Asi,
estas diferencias, pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los
individuos, y/o a factores externos influenciadas por agentes ambientales.
Respecto al promedio de valores absolutos de eritrocitos en el segundo dia de
ensayo se presentan los siguientes valores: TO (12,46 x /L), T1 (12,43 x /L), T2
(12,56 x /L) y T3 (1,91 x /L). En el tercer dia de ensayo, los valores promedio de
eritrocitos fueron: TO (12,57 x /L), T1 (12,02 x /L), T2 (11,93 x /L) y T3 (11,25 x
/L). El cuarto dia de ensayo los valores fueron: TO (12,17 x /L), T1 (12,08 x /L),
T2 (11,73 x /L) y T3 (11,08 x /L). Finalmente, en el quinto dia de ensayo se
observo los siguientes valores: TO (11,86 x /L), T1 (12,27 x /L), T2 (12,00 x /L),
T3 (12,47 x /L).

Tabla N° 37 ADEVA Valoracion de Eritrocitos dia 1 (x 10%2/L)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 25527695,00

Tratamiento | 3 1089935,00 3633116,67 0,24 | 0,8686
Error 16 2443776,00 152736,00

Cv= 10,20

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se presenta en la Tabla N° 37; el analisis de varianza (ADEVA) del parametro
hematico globulos rojos en el primer dia de ensayo. El valor estadistico refleja
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como resultado p=0,8686; considerando que no existe diferencia estadistica

significativa (p>=0,05), con un coeficiente de variacién (CV) de 10,20 que

demuestra homogeneidad del manejo del experimento.

Tabla N° 38 ADEVA Valoracién de Eritrocitos dia 2 (x 10%2/L)

F. V. GL | SC CM F p-valor
Total 19 | 19381400,00

Tratamiento | 3 12856000,00 42853,33 0,38 | 0,7695
Error 16 18095800,00 11309875,00

CV=38,62

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

De tal forma respecto a la Tabla N° 38; se presenta el andlisis de varianza

(ADEVA) del parametro hematico “eritrocitos” en el segundo dia de ensayo. El

valor estadistico refleja como resultado p=0,7695; considerando que no existe

diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 8,62.

Tabla N° 39 ADEVA Valoracion de Eritrocitos dia 3 (x 10%2/L)

F. V. GL |SC CM F p-valor
Total 19 | 23289680,00

Tratamiento | 3 4405240,00 1468413,33 1,24 | 0,3266
Error 16 18884440,00 11802775,00

CVv=9,10

FUENTE: EDUARDO ILBAY 2016

De tal forma respecto a la Tabla N° 39; se presenta el andlisis de varianza

(ADEVA) del parametro hematico “eritrocitos” en el tercer dia de ensayo. El
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valor estadistico refleja como resultado p=0,3266; considerando que no existe
diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 9,10.

Tabla N° 40 ADEVA Valoracion de Eritrocitos dia 4 (x 1012/L)

F. V. GL | SC CM F p-valor
Total 19 | 18873280,00

Tratamiento | 3 3652360,00 1217453,33 1,28 | 0,3151
Error 16 | 15220920,00 9513075,00

CV=28,29

FUENTE: EDUARDO ILBAY 2016

De tal forma respecto a la Tabla N° 40; se presenta el andlisis de varianza
(ADEVA) del parametro hematico “eritrocitos” en el cuarto dia de ensayo. El
valor estadistico refleja como resultado p=0,3151; considerando que no existe

diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 8,29.

Tabla N° 41 ADEVA Valoracién de Eritrocitos dia 5 (x 1012/L)

F. V. GL |SC CM F p-valor
Total 19 | 317898950,00

Tratamiento | 3 11041750,00 3680583,33 0,19 | 0,9004
Error 16 30685720,00 19178575,00

Cv=1140

FUENTE: EDUARDO ILBAY 2016

De tal forma respecto a la Tabla 41; se presenta el analisis de varianza (ADEVA)
del pardmetro hemaético “eritrocitos” en el quinto dia de ensayo. El valor
estadistico refleja como resultado p=0,9004; considerando que no existe

diferencia estadistica significativa (p<=0,05), con un CV de 11,40.
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3.6. PLAQUETAS

Cuadro N° 15 Valor absoluto de Plaquetas dias 1, 2, 3,4 y 5 (x 10°/L)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

DIA 4

DIA S

UNIDADES
EXPERIMENTALES

T0

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

TO

T1

T2

T3

T0

T1

T2

T3

235

201| 506

182

128

183 594

262

229

149| 416

222

191

91

340

209

211

161| 406

238

255

391| 416

247

199

304| 387

380

227

224 265

209

171

262

313

222

302

263| 358

270

370

356| 300

192

252

310| 326

398

306

160| 172

311

170

185

196

343

153

232| 200

374

193

338 390

324

233

263| 358

460

184

224| 326

205

127

251

280

320

240

210( 207

284

269

248| 303

235

198

273| 100

194

258

195| 206

210

176

205

178

217

214

207| 208

228

PROMEDIO

264

307| 383

236

202

267| 353

339

241

190 277

231

167

199

261

262

224

215| 276

279

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Gréafico N° 11 Promedios de Plaquetas dias 1, 2, 3, 4 y 5 (x 10°/L)
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A continuacién, en el Cuadro N° 15 y Grafico N° 11; se presentan los promedios
de concentracion de valores absolutos hematicos de la serie (plaquetas) respecto a
los grupos TO, T1, T2, T3 pre aplicacion de Filgrastim® y su relacion post
aplicacion de Filgrastim® al dia 1, dia 2, dia 3, dia 4 y dia 5. En el dia 0, pre
experimentacion se observan diferencias numéricas minimas en las (plaquetas)
respecto a los promedios: TO (264,4 x /L), T1 (306,8 x /L), T2 (383,0 x /L) y T3
(236,0 x /L). Estos datos, indican que al inicio del ensayo los eritrocitos se
encuentran dentro de los valores normales referenciales (250 — 750 x L). Asi,
estas diferencias, pueden ser atribuidas a factores propios de cada uno de los
individuos, y/o a factores externos influenciados por agentes ambientales.
Respecto al segundo dia de ensayo se refleja los valores numéricos de los grupos:
TO (202,00 x /L), T1 (266,60 x /L), T2 (353,00 x /L) y T3 (338,80 x /L). En el
tercer dia de ensayo los valores numéricos de los grupos son: TO (240,80 x /L),
T1 (190,40 x /L), T2 (277,00 x /L) y T3 (231,40 x /L). En el cuarto dia de ensayo
se refleja los valores numéricos de los grupos: TO (167,00 x /L), T1 (198,80 x /L),
T2 (261,40 x /L) y T3 (262,20 x /L). Finalmente, en el quinto dia de ensayo los
valores numéricos son: TO (224,00 x /L), T1 (215,00 x /L), T2 (275,80 x /L) y
T3 (278,80 x /L); seguido de comparado con el grupo testigo mientras que el T1
esta bajo comparado con el promedio del grupo testigo TO.

Tabla N° 42 ADEVA Valoracion de Plaquetas dia 1 (x 10°/L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 14600495,00

Tratamiento | 3 6137295,00 2045765,00 3,87 0,0296
Error 16 84632,00 52895,00

CV= 24,44

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla 42; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
pardmetro hemaético plaquetas en el primer dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,0296; considerando que existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 24,44.

Tabla N° 43 Prueba de DUNCAN valoracion de plaquetas dia 1

TRATAMIENTO | MEDIAS *
2 383,00 A
1 306,00 A
0 264,00 AB
3 236,00 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Con relacién a la Tabla N° 43. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T2A, T1A, TOAB respecto al grupo
T3B. Asi, se observa que T1 y T2 no reflejan una diferencia estadistica
significativa con TO (representado con la letra AB), de similar manera T3 no
presenta diferencia estadistica significativa con TO (representado con la letra AB),
concluyendo que el grupo T2 es el tratamiento que moviliza mayor nimero de
células plaquetarias en el primer dia de ensayo, mientras tanto T3 muestra ser el

tratamiento con menor movilizacién celular.

77



Tabla N° 44 ADEVA Valoracion de Plaquetas dia 2 (x 10°/L)

F.V. GL SC CM F p-valor
Total 19 2632538,00

Tratamiento | 3 732098,00 2440326,67 2,05 0,1467
Error 16

Cv=37,57

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En relacion a la Tabla N° 44; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico plaquetas en el segundo dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,1467; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 37,57.

Tabla N° 45 ADEVA Valoracion de Plaquetas dia 3 (x 10°/L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 780318,00

Tratamiento | 3 189986,00 633286,67 1,72 0,2038
Error 16 590332,00 3689575,00

CV= 25,86

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016
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Respecto a la Tabla N° 45; se presenta el andlisis de varianza (ADEVA) del
parametro hemadtico “eritrocitos” en el tercer dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,2038; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 25,86.

Tabla N° 46 ADEVA Valoracion de Plaquetas dia 4 (x 10°/L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 7451455,00

Tratamiento | 3 3044575,00 10148583,33 3,68 0,0343
Error 16 440688,00 27543,00

CV=23,08

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

En la Tabla N° 46; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del parametro
hematico plaquetas en el cuarto dia de ensayo. El valor estadistico refleja como
resultado p=0,0343; considerando que existe diferencia estadistica significativa
(p=>0,05), con un CV de 23,08 menor al dia anterior y en el que se refleja
disminucion de la dispersion de la varianza total de resultados. El aumento de los
valores en el promedio de plaquetas es atribuible a factores de territorialidad en
machos (GUERRA, 2009); aun asi no se ve afectado el rango normal de plaquetas
en sangre (HEIN Y HARTMANN, 2003) por accién del Filgrastim®.
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Tabla N° 47 Prueba de DUNCAN valoracion de Plaquetas dia 4

TRATAMIENTO | MEDIAS *
3 2622,00 A
2 2614,00 A
1 2188,00 AB
0 1670,00 B

FUENTE: ILBAY EDUARDO, 2016

Se expone en la Tabla N° 47. Segun la prueba de comparacion de medias de
Duncan letras iguales no presentan diferencia estadistica minima significativa; se
observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos estd generando
diferencias, en este caso existen dos rangos que estan determinando diferencias
minimas, particularmente entre los grupos T3A y T2A respecto al grupo T1AB y
TOB. Asi, T3 presenta diferencia estadistica significativa con TO (representado
con la letra B); de igual forma T1 y T2 representan una diferencia estadistica
significativa con TO (representado con la letra B), concluyendo que el mejor
resultado para la movilizacion de células plaquetarias a la posterior a la cuarta
aplicacion de Filgrastim® lo registro el T3 (20 pg de Filgrastim), mientras que en

elT1, T2 registraron menor movilizacién respecto al TO (testigo).
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Tabla N° 48 ADEVA Valoracion de Plaquetas dia 5 (x10°/L)

F. V. GL SC CM F p-valor
Total 19 865082,00

Tratamiento | 3 170634,00 56878,00 1,31 0,3055
Error 16 694448,00 43403,00

CV= 26,53

FUENTE: EDUARDO ILBAY 2016

Respecto a la Tabla N° 48; se presenta el analisis de varianza (ADEVA) del
parametro hematico “eritrocitos” en el quinto dia de ensayo. El valor estadistico
refleja como resultado p=0,3055; considerando que no existe diferencia estadistica
significativa (p<=0,05), con un CV de 26,53.
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DISCUSION

En relacion a los valores medios de la serie roja, los globulos rojos, obtenidos en
animales, asi como otros datos de su analisis estadistico descriptivo, determinan
normalidad. Asi, si comparamos estos resultados con los obtenidos en la
bibliografia vemos que no existen grandes diferencias. Por lo tanto, en la mayoria
de los casos los valores medios o el rango de los parametros son similares, y en
otros algun valor es superior o inferior. Estas pequefias diferencias no son
representativas y pueden atribuirse a varios factores; para los eritrocitos se han
encontrado en la bibliografia algunos factores de variacion como: el estrés que
puede sufrir el animal, en la extraccion sanguinea a partir de la vena yugular,
como lo describe (Gohary y Bickhardt, 1979); también existen diferencias segun
el estado fisiologico, ya que disminuye en la gestacion y sufre una caida
importante al inicio de la lactancia (Valle et al, 1983; Kappel et al., 1984; Pelletier
et al., 1985). Ademas, en el caso de los glébulos rojos la concentracion de ERI
aumenta en el estro (Alonso et al., 1987) y podria disminuir en animales
expuestos a temperaturas bajas (Horton, 1978); asi, también el ERI varia segln la
edad, siendo mayor en (ovejas de dos afios de edad) que en animales adultos de
mas edad (Alonso et al., 1987). Segun la estacion del afio varia también el
hematocrito, donde se ingiere mayor proteina y se realiza mas ejercicio (Singh y
Rattan, 1981; Rowlands et al., 1979). La concentracion de glébulos rojos aumenta
a medida que aumenta la altitud respecto al nivel del mar (Watson, 1953; Overas,
1969; citados por Jain, 1986). Se han detectado variaciones diurnas en relacion a
la alimentacién (Dooley y Williams, 1975).Varia en funcion de la raza (Vallejo et
al., 1975). También varia segun la nutricion, el estado sanitario o las condiciones
ambientales (Rowlands et al., 1979). El factor sexo ha resultado ser influyente en
los valores de los glébulos rojos; esto puede explicarse ya que el sexo puede
determinar el estado fisiologico del animal en determinados momentos, y éste,
puede influir en los andlisis. Sin embargo, en el experimento estos factores no
influyeron determinantemente en la concentracion de los ERI. Por lo tanto, es
concluyente que la aplicacion de Filgrastim no influye en la movilizacién de la

serie roja. Por otro lado, vemos que los coeficientes de variacion en algunas tablas
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son elevados, lo que indica un alto grado de variabilidad para los parametros de la
serie roja en la poblacién, y confirma que los factores citados pueden estar
influyendo en mayor o menor medida en los resultados. Sin embargo, los rangos
estdn dentro de los pardmetros de normalidad. En los graficos se observa la
distribucion de las frecuencias de los pardmetros estudiados y se aprecia el amplio
rango de valores para cada uno de ellos.

Respecto a los valores totales de la serie blanca y el individualizado de los
distintos grupos de globulos blancos se muestran en los cuadros y tablas, tanto en
valores absolutos (109/L) como en porcentajes (%), para poder comparar los datos
con un mayor numero de referencias bibliogréaficas. Los resultados tanto de las
concentraciones medias como de los intervalos de referencia de todos los
parametros analizados, para la serie leucocitaria entran dentro de los rangos de
normalidad, citados en la bibliografia, y también son coincidentes con los citados
en referencia a otras razas ovinas. Resulta de interés destacar algunas variables
que pueden influir en la concentracién de globulos blancos como: con el estrés
aumenta la concentracion de leucocitos (LEU) (Gohary y Bickhardt, 1979), a lo
largo del dia aumenta la concentracion de LEU (Ramos, 1991), la concentracion
de LEU aumenta durante el estro en vacas (Jain, 1986). Los coeficientes de
variacion de los distintos pardmetros de la serie blanca fueron elevados,
mostrando una gran variabilidad y siendo susceptibles de estar influidos por
factores externos, (Ramos, 1991). El valor total de la serie blanca presentd
diferencias estadisticamente significativas, estas se encontraron en los leucocitos,
linfocitos, monocitos, eosindfilos y neutréfilos, respecto a la cronologia de los
dias de la aplicacion del Filgrastim®. Al igual que hemos comentado respecto a
otros pardmetros, existen varias causas que pueden explicar estas diferencias,
como pueden ser el estado fisioldgico, la altura, el nimero de animales
analizados, la edad, la raza, las condiciones de explotacion, etc, (Ramos, 1991).
Por otro lado, vemos que los coeficientes de variacion en algunas tablas son
elevados, lo que indica un alto grado de variabilidad para los pardmetros de la
serie blanca en la poblacion, y que los factores citados pueden estar influyendo en

mayor o menor medida en los resultados de los parametros de normalidad. Sin
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embargo, es concluyente que la aplicacion de Filgrastim® es el factor directo que
gener6 movilidad de células madre de medula 6sea a sangre periférica, elevando
los rangos y determinando significancias. En los graficos se observa la
distribucion de las frecuencias de los parametros estudiados y se aprecia el amplio

rango de valores para cada uno de ellos.

En relacion a las plaquetas, como hemos visto anteriormente, varios factores tales
como los métodos analiticos, el nimero de animales estudiados, el tipo de
alimentacion, la edad, las condiciones de manejo, la época del afio, la raza, etc.
(Dooley y Williams, 1975, pueden explicar diferencias en los rangos de
normalidad. Pero, en este caso, se ha visto diferencias minimas significativas. Se
observaron diferencias y el coeficiente de variacién no se presenta elevado. La
distribucion de la concentracion de plaquetas en los animales se encuentra dentro
de los parametros reportados por la literatura citada, encontrdndose diferencias
minimas relacionados a los factores antes descritos posiblemente y también a la

aplicacion del Filgrastim.
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CONCLUSIONES

1. En el presente estudio; la obtencion de células madre hematopoyéticas fue
satisfactoria en el ovino en relacion la serie blanca, observando que la mayor
movilizacion de células madres (inmaduras) se presentd en los tratamientos T1,

T2y T3 respecto el grupo testigo TO.

2. Los indices de los parametros de la serie blanca (leucocitos, linfocitos,
neutrofilos, monocitos y eosinofilos) presentaron cambios numeéricos y diferencias
significativas en contraste con el grupo testigo respecto a la aplicacion de
Filgrastim®. Mientras que los valores de la serie roja no presentaron diferencias
estadisticas significativas; asi, la serie plaquetaria mostré cambios minimos
significativos, posiblemente vinculados a factores externos, determinando una

correlacion positiva y negativa entre las diferentes series.

3. Se establece que T2 y T3 (10 y 20 pg de filgrastim®/kg) generd la mayor
movilizacidn de células sanguineas a sangre periférica comparandolo con T1, y el
TO (testigo); el mismo que permitié la movilizacion de la serie blanca a través de
una sola inoculacion y su mantencidn con las siguientes inoculaciones; ademas se
determina que el T1 (5 pg de filgrastim®/kg) podria mantiene una movilizacion
constante minima hasta obtener el valor mas alto de células movilizadas al quinto
dia.

4. El filgrastim® permitio identificar células inmaduras que corresponden al
proceso de granulomonopoyesis como: mieloblastos, promielocitos, mielocitos,

metamielocitos, monoblasto.
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RECOMENDACIONES

Investigar y estandarizar otra fuente de movilizacion de células madre
hematopoyéticas en el ovino, posibilitando la caracterizacién de los

diferentes linajes de células madre hematopoyéticos y mesenquimales.

Realizar investigaciones con base al uso de Filgrastim® (protocolos) para
generar la posible movilizacion de nichos celulares de diferentes tejidos.

Definir la utilizacion de una sola dosis, o dosis consecutivas de
Filgrastim® de acuerdo a los valores de movilizacidn celular obtenidos;

asi como investigar los posibles efectos secundarios generados.

Extrapolar estos resultados en otras especies de interés veterinario.

Creacion de un bioterio para animales de laboratorio (experimentacion).
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ANEXOS

HEMOGRAMAS DIA 1 (T0, T1, T2y T3) PRE Y POST INOCULACION DE

FILGRASTIM®

identificacion de muestra

ovino 3
ID paciente
Nomprs
Tipo Ganado
Sexo Mascutino
Fecha de Nacimiento 01/08/2015
Daete

Fecha de analisis 07/12/2015 16:45

Fechs “aporte 07/12/2015 16:46
No e sciel 820502
fwec 711 10 400[J]]12.00
LYM g1s 104 250[]f]7.50
MON 0.00[ 0.4
3RA w4 060 16,70
JLYM% 870+ % 45.0f175.0
MON% €7+ % 201170
GRA% 40 % 15.00[Tl65.0
RBC 1181+ 500 [F1000
HGB 102 g/t 801150

HCT 3087 % 2400 T as
MCV 27 -1 i

MCH 88 -pg
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i 7," -

10 200
| —_— PLT
| e

1240 : 50

Comentario

Identificacion de muestra ovino17
ID paciente

Nombre

Tipo Ganado
Sexo Masculino
Fecha de Nacimiento 01/09/2015
Doctor

07/12/2015 17:41
0711212015 17:41

Fecha de analisis
Fecha de reporte

No. De serie: 820502
wBC  351-10  4.00fT]12.00
LYM 313 100 250[]117.50
MON 031 10 000§l 084
GRA 0.07 -10° 060f[1]6.70
LYM% 893+% 45.0(11I75.0
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HGB 93 gd 8o 50
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MCHC 306 gd 300 111360
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b
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identificacion de mues
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{e analis:s
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T ‘
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Comentario:

o

\dentificacion de muestra oving
|D paciente

Mombre

no Ganado

SEx0 Masculino
Facha de Nacimiento 01/05/2015

Doctor

O R e e
0711212015 17:22
07/12/2015 17:23

Fecha de andlisis
Fecha de reporte

No. De seria: 820502
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HEMOGRAMAS DIA 2 (T0, T1, T2 y T3) POST INOCULACION DE

Identificacion de muestra DiA2
D paciente OVINOG2
MNarnbre
Tipo Ganado
Sexo Masculino
Facha de Nacimisnk: 1/08/2015
Doctor
Fecha de analisis 09/12/2015 09:44
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identificacion de muestra
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HEMOGRAMAS DIA 3 (T0, T1, T2 y T3) POST INOCULACION DE

FILGRASTIM®

Identificacion de muestra DIA3
ID pacients OVINO2
Nombre

Tipo Ganado
Sexo Masculino
Facha de Nacimiento 01/09/2015

or

Fecha de andlisis
Fecha de reporte
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Tipo Ganado
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Fecha de andlisis
Fecha de reporte

09/12/2015 14:56
09/12/2015 14:57

No. De serie: 820502
/wec 774 10m 40011200
LYM 215 10 2.50[[[17.50
MON 101 0.00[10.84
GRA wn o060 flls.70
LYM% +%  450[[[]75.0
MONY% T+ % 20[[[J70
GRA% % 15.0[1 [165.0
RBC 2 5.00[[[]10.00
HGB a o sofs0
HCT % 2 S i
MCV 28 -1
MCH i g
MCHC a7 i
RDWs 2
RDWe 2
2z4 (0% 100[IT]eoo
010 %
45 f
49 1
PDWe 285 %
pP-LCC 0 107
P-LCR 000 %
Lisante G.50 mi
P 3381239
PrVR 321/323
WBC
400
o RBC
1
g 200
TN 1t PLT
e MRy g

Comentario:

"WBC

Identificacion de musstra
ID paciente
Nombra

=RO
Fecha de Nacmiento
Doctor

Fecha de analisis 05/
Facha de reporte 09/
De serie:

13.80 + 10%1
LYM 933+ 10%
MON ]
GRA *
LYM

MO %
GRA% % 1

FEP_ S - R N

"RBC

HGE
HCT <
MCV

MCH q
MCHC £
RDWs
RDW¢e

260 4

PLT
PCT
MPV
PDWs 8.2
PDWe 31
P-LCC 0
P-LCR

isante 30 ml
511333

316/318

1210

Comentario:

aidn de muesti =

Tipo

Soxo

Fecha de Nacimiento
Daoctor

Gar

Mascuin

1912015

Fecha de andlisis
Fecha de reporte

08/12/2015 15:4€
09/12/2015 1546

No. De serie: 820502
/WBC  4124+10% 4.00[[[}12.00

Lym  2223+100 25001 [§7.50

MON 4 12+1001 000 [jo84

GRA 12:u3+10%  o.60[[f67

LYM% 563 % 450411750

MON% 107 - % 2.0[1[7.0

GRA% 32 15.0{ 4165 0

RBC 10 1 5.00{[}j10.00

HGB 116 wd  so[l[50

HCT 28 4 24000 46.00

MCV 7 -1 s0fTleo

MCH 05 -pg 110 417

MCHC 290+gdl 30.0[[j36L

~DWs 2 fi

RDWe gl

PLT 311 10 16080

PCT 014 %

MPV 46 .

PDWs 49 4

PDWe 285 %

P-LCC 0 10%

P-LCR 000 %

Lisante

Prvw

PrVR 316317

i WBC

25 8192 400

128

Comentario:

50
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HEMOGRAMAS DIA 4 (T0, T1, T2 y T3) POST INOCULACION DE

FILGRASTIM®
Identificacion de muestra DiA4
ID paciente OVINO 2
Nombre
Tipo Ganado
Sexo Masculino
Fecha de Nacimis: . 01/08/2015

Doctor

Fecha de andlisis
Fecha de rep

10012:2015.14:24

No. De serie:
‘WBC 507 10 400[J[112.00
LYM 469 10% 2501750
MON 033 10+ 000 HJ0.84
GRA 0.05 - 1U o.60f[Tle.70
LYM% 926+ % 450 [l75.0
MON% 64 % 20[{fi70
GRA%  10-% 15.0[[TJes.0
RBC +10% 500[Tf10.00
HGB gd  so[lll15.0
HCT 3155 %  24.00[J46.00
MCV 26 -1 40[[ [1s0
MCH g 110170
MCHC 300 [[]360
RDWSs ii
RDWe
‘PLT 171 10 100{]T]ace
PCT 007 %
MPV 43 1
PDWs 37 f
PDWe 243 %
P-LCC 0 109
P-LCR 000 %
Atencién R
Lisante .90 mi
PV 339/342
PrvR 3221323
WBC
3189121 400
3 RBC
fi)
B
RIS 5 200
; ; PLT
bl
R A
Comen

Identfizacion de muestra

ents

Tipo

Sexo

Fecha de Naclimiento
Doctor

DiA4
OVINO 7

Ganado

Mascuiino
01/09/2C30

Fecha de andlisis
Fecha de reporte

10/12/201514:53
10/12/2015 14:54

No. De serie: 820502
/WBC 824 10 4.00(]f[}12.00
LYM 6.87 10 250[[[7.50
MON  088+10% 000[[fl084
GRA 049 - 101 060[]16.70
LYM% 833+%  450[[]i750

MON% 107+ % 20[[T7.0
GRA%  6.0-% 15.0[[[]65.0
RBC  10.10+1074 5.00[[[]10.0¢
HGB 106 gid  8o[fll15.0
HCT 2889 %  24.00 14600
MCV 20 -1 40 Tle0
MCH 105-ps 11070
MCHC 36.8+g/d  30.0{[]36.0
RDWs 258 1
RDWe 238 %
PLT 262 40 100 I[1800
PCT 013 %
MPV 50 f
PDWs 82 1
PDWe 317 %
p-LCC o 10%
P-LCR 000 %
Lisante 3.90 ml
PrvwW 337/333
PrVR 3201321
= WBC
31 10417 T a0
RBC
10 200
SR
1210 50
Comentario:

Identificacion de muestra

Identificacion de muestra | DiA 4
ID paceente ovin  ID paciente OVING 17
Nombre Nombre
Tipo Ge Tipo Ganado
Sexo Mas ~ Sexo Masculino
Fecha de Nacimiento 01/0s  Fecha de Nacimiento 01/09/2015
Doctor Doctor
Fecha de andlisis 10/12/2015 Fecha de andlisis 10/12/2015 15:31
Fecha de reporte 10/12/2015  Fecha de reporte 10/12/2015 16:01
No. De serie: 8. No. De serie: 820502
/WBC 14.32+10%  4.00[ L /WBC 20.86 + 10% 4.00:‘_12.00
LM 1406+10% 2501 LYM  2049+10% 250 [f7.50
MON 912 104 oo0o[][ MON 0.17 10%  0.00 JT]
GRA  014-10 osof[ GRA  021-10%
[iym% 982+%  450[]] 7LYM% 982+%  450[]
[MON%  08-% 20[[[ /MON%  08-% 200170
(GRA% 10-% 1500 /GRA% 10-%  150[l65.0
(Rec  1128+10%1 500(1f /RBC  10.97+101 500[[}10.00
HGB 119 ol 80[f HGB 13 gd  go[l[150
HET 3 % 2400JL HCT 2929 %  24.00[J[]46.00
MCV 28 - fi 40l Mcv 27 -fi 40 [ls0
MCH 106 .5 110l McH 103-pg  11.0[J1[17.0
MCHC 22 '+gidl 300[[] MCHC 386+gd 300[[]360
RDWs 273 fl RDWs 258 fi
RDWe 260 % RDWe 253 %
/pLT 313 104 100[fl fPLT 222 10%  100[J]J800
PCT 015 % PCT 011 %
MPV 48 f MPV 47 1
PDWs 56 fl PDWs 49 f
PDWe 302 % PDWe 285 %
P-LCC 0 10% p-LCC 0 104
P-LCR 000 % P-LCR 000 %
Lisante 0.90 ml Lisante 0.90 mi
PrVW 320/334 Prvw 330/335
PrVR 3161318 PrVR 3171319
a In WBC
H il
! i
| e
25 13487 T 25 13135 = 400
1‘ RBC
! fiy
9 g T R 200
; e pLT
128 1} 2 ey
Comentario Comentario
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HEMOGRAMAS DIA 5 (T0, T1, T2 y T3) POST INOCULACION DE

FILGRASTIM®

identificacion de muestra Dis

Identificacion de muestra DIAS
ID paciente OVINO 12
Nombre

Tipo Ganado
Sexo Masculino
Fecha de Nacimiento 01/08/2015

Doctor

Dactor

" |dentificacin de muestra DIAS
ID paciente QVINO 17
Nombre
Tipo Ganado
Sexo Masculino
Fecha de Nacimiento 01/09/2015

ID paciente OVING
Nombre

Tipo Gana:
Sexo Masculil
Fecha de Nacimiento 01/09/20

Doctor

Fecha de anélisis
Fecha d= reporte

11/12/2015 14:18
11/12/2015 14:18

No. e sene: 820502
WBC  17.26+10%  4.00[[ Jl12.00
LYM  1694+10% 250750
MON 0.15 10 0.00[J[Jo.84
GRA 017 - 10 0.600 [/6.70
LYM% 981+ % 45.0[[J]75.0
MON% 09-% 200170

#GRA%  10-% 15.0J[[165.0
RBC  1146+1021 5.00[[1110.00
HGB 121 g/dl 8.0/l 15.0
HCT 3194 %  24.00[J[}46.00
MCV 28 - fi 40 Tle0
MCH 106 - pg 1100170
MCHC 220 +gd  30.0[[[i36.0
RDWs 273 f

RDWe 260 %

PLT 358 104 100 X 1800
PCT 018 %

MPV 51 M

PDWs 62 1

PDWe 317 %

P-LCC 0 10%

PLCR 000 %

Lisante 0.90 ml

PrVW 335/336

PrVR 317/320

| WBC
el S T

37 14451 400

e RBC
10 200

| PLT
1} ”‘

N 50
Comentario

Fecha de andlisis
Fecha de reporte

11/12/2015 14:37
11/12i2015 14:54

Fecha de andlisis

Fecha de reporte

11/12/2015 14:
11/12/2015 14

No. De serie 820502 No. De serie: 8205
/WBC  3152+10°  4.00[[[12.00 /WBC 7.96 10 1124
LYM  3086+10% 250[ (1750 LYM 558 10° 5
MON 024 10 0.00(f[Jos4 MON 082 10 0.00[T[]08
GRA  032-10n 0s0[fl]670 GRA 157 10 o060[J[]67
AYM% 982+ % LYM% 700 % 45.0[1[75
MON%  08-% MON% 102+ % 20[[[7.0
‘GRA%  10-% GRA% 197 % 15.0{]1]65
RBC 1051+ 1021 5.00[[[]10.00 ; /RBC  12.36+10"1 5.00[][10
HGB 111 g 80[l[[150 | HeB 120 o so[ll15.
HCT 2812 %  24.00(][]46.00 HCT 3230 %  24.00([[46.
MV 27 -1 4ol [le0 MCV 26 -1l 40 Tj60
MCH  108-ps  110[I[J170 MCH 97-pg 110 17
MCHC 394+g/id  30.0[[]360 MCHC 371+gd  30.0[[1]36.
RDWs f R_DWs 258 f
RDWe % RDWe 260 %
/PLT 270 10°n 100l f[ 800 LT 207 10 100[ ] j80¢
PCT c1s B  eer 008 %
MPV 54 | mpv 42 1
PDWs 62 1 | PDWs 37 f
POWe 317 % | PDWe 243 %
p-LCC o 100 P-LCC 0 10"
P-LCR 000 % | PLCR 000 %
Lisante 0 90 mi | Atencion R
PrVW 327233 |
PrVR (F4 ‘ isante 0.90 mi
| oovw 337/339
X NBC | PrVR 316/321
- wi
S a0 14048 400 I
REC I s
32 9304 40¢
| Ri
****** e |
£y, =, BLE
7 201
i ] e
J 2 = o |
1210 50 ‘
Comentario: St L I T o
127 54
_omentario:

Identificacion de muestra

iD paciente
Nombre
Tipo

Sexo

Fecha de Nacimiento

Doctor

DIAS
OVINOG 2

Ganado
Masculino
01/09/2015

Fecha de andlisis
Fecha de reporte

11/12/2015 13:44
11/12/2015 13:45

No. De serie: 820502
JWBC 420 10 4.00[[[]12.00
LYM 354 100 250 ][17.50
MON 0.3/ 10 o0.00[ll[]o.84
GRA 029-101 o060l [l6.70

LYM% 843+ % 45.0[[]175.0
MON% 89+ % 2.0{I17.0
GRA% 69-% 15.0[[ 1165.0
RBC  1221+10%1 5.00[[[]10.00
HGB 117 gld s.o[ll[]15.0
HCT 2178 % 24.00[1[]46.00
MCV 26 -fl 40[[ TJe0
MCH 9.6 - pg 11.0[[T]17.0
MCHC 368+g/d  30.0[[]]36.0
RDWs 250 fl
RDWe 257 %

PLT 302 10 100[ 1800
PCT 016 %

MPV 53 f
PDWs 62 f
PDWe 317 %
P-LCC 0 10%
P-LCR 000 %
Atencion R
Lisante 0.90 ml
PrVW 340/345
PrVR 325/326
WEC
40 9310 T a0
RBC
10 200
R b PLT
i
1210 50
Comentario:

95



REGISTRO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

tratamiento N° ANIMAL | PESO Kg OBSERVACIONES
TO (Testigo) |1 18kg Ninguna
2 18kg Ninguna
3 18kg Ninguna
4 18kg Ninguna
5 18kg Ninguna
T1 (1 ug) 6 18kg Ninguna
7 18kg Ninguna
8 18kg Ninguna
9 18kg Ninguna
10 18kg Ninguna
T2 (10ug) 11 18kg Ninguna
12 18kg Ninguna
13 18kg Ninguna
14 18kg Ninguna
15 18kg Ninguna
T3 (20ug) 16 18kg Ninguna
17 18kg Ninguna
18 18kg Ninguna
19 18kg Ninguna
20 18kg Ninguna
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PREPARACION DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES Y TOMA DE
MUESTRAS SANGUINEAS

Esquila de la zona de la vena yugular asepsia de la zona con alcohol

97



Extraccion de la muestra sanguinea homogenizacion de la muestra

Identificacién de las muestras colocar de las muestras en el termo

98



APLICACION DEL FILGRASTIM

Conservacion de todos los materiales en 2-8 °C. Para evitar alterar el
farmaco,

Preparacion de la dosis de Filgrastim

Aplicacion subcutanea de las dosis de Filgrastim (T1=1pg. T2=10pg.T3=20pg.)

99



ANALISIS DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS DEL OVINO

Analisis de las muestras sanguineas en el contador heméatico (Human Scope 30) en los
laboratorios de AGROCALIDAD en Tumbaco-Quito-Ecuador.

Procesamiento y separacion de células madre hematopoyéticas (CMH) con la adicion de
gelofusine.
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IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE CELULAS SANGUINEAS
MADURAS DEL OVINO

Observacion en el microscopio Eosindfilo de ovino

Basofilo de ovino Neutréfilo de ovino

Monocito de ovino
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IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE CELULAS SANGUINEAS
INMADURAS DEL OVINO

Mieloblasto de ovino

Promielocito de ovino
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Mielocito de ovino Cayado de ovino

Monoblasto de ovino
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