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RESUMEN

La domesticacion del conejo (Lagomorfos), ha permitido el paso de una reproduccion
de tipo anual a una de tipo no estacional. Sin embargo, existen pardmetros
reproductivos a evaluar que nos indican el efecto de farmacos exdgenos. El estudio
del presente experimento fue evaluar los efectos de la aplicacion de analogos o
antagonistas de GnRH estableciendo sus componentes como moduladores de
inmunosupresion y de la dinamica hormonal, morfometria testicular y su incidencia
en la histologia gonadal. Se seleccionaron 12 conejos machos neozelandes en edades
de 4 meses, que fueron ubicados en cuatro grupos experimentales. De los cuatro
tratamientos se obtuvo muestras sanguineas antes de cada aplicacion del bioldgico
anti-GnRH para analisis hormonal de LH, FSH, y testosterona, ademéas de la
medicion de la morfometria testicular e histologia. El tratamiento de los Inmuno-
esterilizados (T2, T3 y T4) consistio en aplicar a cada uno de los grupos 4
inoculaciones a 3 diferentes dosis (100, 300 y 500ug) del bioldgico respectivamente
por via subcutanea, con un intervalo de 15 dias. Se analiz6 LH, FSH y Testosterona
antes, durante y después de la aplicacion del biologico en el grupo de los tratamientos
y del grupo control. Ademas, se recolectaron muestras de tejido gonadal para analisis
histopatoldgico. Para la interpretacion de los resultados del experimento se utilizo el
analisis estadistico InfoStat versiébn Windows 15.0, ANDEVA y Duncan al 5 %
cuando hay significancia. En relacién a la dinamica de concentracion de hormonas
sexuales masculinas estas presentaron desniveles séricos de LH, FSH, testosterona, y
su efecto inmunosupresor mayor se presentd en el T3 y T4 respecto al T2y T1 o
grupo control. Respecto a la morfometria testicular presentaron hipotrofia testicular,
demostrando reduccidn en el diametro escrotal y testicular, disminucion de los pesos,
reduccion del didmetro mayor y menor de los tibulos seminiferos, espermatogonias y
ausencia de espermatozoides. Por lo tanto, se concluye que la dosis recomendada para
generar inmunocastracion es de 300ug a 500ug, con un intervalo de 15 a 21 dias.
Finalmente se concluye que la aplicacion de analogos o antagonistas de la GnRH
determina un efecto modulador -inmunosupresor del eje hipotdlamo-hip6fisis-gonadal
al incidir sobre los niveles de concentracion de las hormonas sexuales LH, FSH y
testosterona respecto a los receptores proteicos.

Palabras clave: lagomorfos, hormonas sexuales, bioldgico anti-GnRH, morfometria,
histologia.
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ABSTRACT

The domestication of the Rabbit (Lagomorphs) has allowed the passage of annual
reproduction of non-seasonal type type. However, there are reproductive parameters
we evaluate indicate the effect of exogenous drugs. The study of this experiment was
to evaluate the effects of the application of GnRH analogues or antagonists
establishing its components as modulators of immunosuppression and hormonal
dynamics, testicular morphometry and its impact on gonadal histology. 12 male
rabbits lop aged 4 months, were placed in four experimental groups were selected. Of
the four treatments blood samples were obtained before each application of anti-
GnRH biological hormonal analysis for LH, FSH, and testosterone, plus testis
measurement of morphometry and histology. Treatment of Immuno-sterilized (T2, T3
and T4) consisted of applying to each of the groups 4 inoculations at 3 different doses
(100, 300 and 500ug) biological respectively subcutaneously with an interval of 15
days. LH, FSH and testosterone was analyzed before, during and after application of
the biological treatment group and the control group. In addition, gonadal tissue
samples were collected for histopathologic analysis. statistical analysis InfoStat
Windows version 15.0, ANOVA and Duncan 5% was used when significance for the
interpretation of the results of the experiment. In relation to the dynamics of
concentration of male sex hormones such serum showed different levels of LH, FSH,
testosterone, and greater immunosuppressive effect was made in the T3 and T4
compared to T2 and T1 or control group. Regarding the testicular morphometry
showed testicular hypotrophy, demonstrating reduction in scrotal and testicular
diameter, decreased weights, reduced major and minor diameter of the seminiferous
tubules, spermatogonia and absence of sperm. Therefore, it is concluded that the
recommended dose is generating immunocastration 500ug 300ug to with a range of
15 to 21 days. Finally it is concluded that the application of analogues or GnRH
antagonists -inmunosupresor determines a modulating effect of the hypothalamic-
pituitary-gonadal the impact on the concentration levels of sex hormones LH, FSH
and testosterone respect to protein receptors axis.

Keywords: lagomorphs, sex hormones, biological anti-GnRH, morphometry,
histology.
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INTRODUCCION

Segun Fiallos Hugo; 2009 indica que a nivel mundial la produccion de conejos esta
distribuida en los paises Europeos, entre los que se destacan Italia, Francia y Espafia;
la produccion a menor escala es a nivel de Sud América. Asi, los reportes han
demostrado que la castracion quirargica ha sido practicada rutinariamente,
induciendo altas tasas de mortalidad en varias especies animales, posiblemente por
malas practicas de manejo del operario, generando dolor, traumatismo y
frecuentemente hasta la muerte del animal. Ademas, la castracion quirtrgica en
muchas ocasiones es realizada sin la utilizacion de anestesia y analgesia, demostrando
una serie de cambios fisiolégicos y de comportamiento que son claramente
indicativos de dolor y estrés. Por lo tanto, el procedimiento de CQ, segin Pefa
Nely;2006 manifiesta que es la incision del escroto, extraccion de testiculos y el corte
del cordon espermatico induce dolor inmediato seguido de dolor agudo, cutaneo y
crénico postquirargico, que puede prolongarse hasta por un tiempo de cinco dia. Sin
embargo en la actualidad, aln existe el constante empleo de varias técnicas de
manejo, que se con taponen con la integridad y bienestar del animal; por ello se ha
visto la necesidad de buscar nuevas alternativas, menos invasivas, menos traumaticas,
como el empleo de analogos o antagonistas de la GnRH, que esta unida a una
proteina acarreadora. Por lo tanto, el método, que hemos planteado en la presente
investigacion pretende no generar dolor, estrés, y considerado éticamente viable.
Ademas, de su aplicabilidad a diferentes especies como mamiferos, y en un futuro

determinar la probabilidad de ser empleado tanto en animales prepuberes y adultos.

Asi, las perspectivas del uso de esta técnica, la conceptian como innovadora, para
contribuir en el desarrollo zootécnico respecto a los conejos (lagomorfos), vy
posibilitando su empleo como modelo animal experimental, el cual a futuro serd

extrapolado a otras especies animales (MEDIETA, 2013).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la aplicacion de analogos o antagonistas de GnRH como

moduladores de inmunosupresion de hormonas sexuales en lagomorfos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer los componentes para un biolégico a base de analogos o
antagonistas de GnRH.

e Determinar la eficiencia del bioldgico a través de analisis de la morfometria
testicular y su incidencia en la histologia del testiculo.

e Evaluar la dinamica de concentracion de hormonas sexuales masculinas.

HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNATIVA

H1= La aplicacién de analogos o antagonistas de GhRH como moduladores genera

inmunosupresion de hormonas sexuales en lagomorfos.

HIPOTESIS NULA

HO= La aplicacion de analogos o antagonistas de GnRH como moduladores no

genera inmunosupresion de hormonas sexuales en lagomorfos.
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CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. Eje hipotalamico-hipofisario-gonadal

La hipofisis también Ilamada glandula, es una neuroglandula situada en pituitaria se
divide en el cerebro intermedio, en ella se da la conexién mas importante entre los
dos sistemas de regulacion, el nervioso y el endocrino. De este modo se distinguen
tres partes: un I6bulo anterior denominado adenohipdfisis, o parsdistalis; un l6bulo
intermedio llamado pars intermedia; y uno posterior denominado neurohipofisis.
(CUNNINGHAM, 2008)

Existen conexiones neurales entre el hipotdlamo y el 16bulo posterior de la hip&fisis a
través del tracto hipotalamico-hipofisario y conexiones vasculares entre el hipotalamo
y el l16bulo anterior de la hipofisis. La sangre arterial entra en la hipofisis a través de
arterias hipofisarias superior e inferior. La superior forma asas capilares en la
eminencia media y la pars nervosa. De estos capilares fluye sangre hacia el sistema
porta hipotalamico-hipofisario, que empieza y termina en capilares sin pasar a través
del corazéon. Este flujo sanguineo le da a la glandula el mecanismo de
retroalimentacion negativa. (HAFEZ, 2000)

La puesta en marcha y el mantenimiento subsiguiente de la funcidn testicular depende
de la adecuada secrecion pulsatil de GnRH por parte del gonadostato hipotalamico,
que a su vez determina la liberacion de las gonadotropinas hipofisarias, FSH y LH,
hacia el torrente sanguineo desde donde alcanzan el testiculo. A este nivel, la accién

combinada de las gonadotropinas pone en marcha dos funciones basicas: produccion



de espermatozoides y sintesis de androgenos. Ambos procesos, ademas de estar
regulados hormonalmente por el eje, dependen también de una compleja serie de
interacciones de tipo autocrino y paracrino entre las células germinales y las células
de Sertoli, asi como entre las células de Leydig y las células peri-tubulares. (ARCE, y
otros, 20006)

La LH actua sobre las células testiculares de Leydig para estimular la sintesis de
andrégenos, principalmente testosterona a partir de colesterol. Testosterona es
necesaria para la gametogénesis en los tabulos seminiferos y para la conservacion de
libido y caracteristicas sexuales secundaria. La FSH actua sobre las células de sertoli
para estimular la produccion de proteinas y nutrientes necesarios para la maduracion
del espermatozoide. (BRUNTON, y otros, 2012)

La testosterona actia sobre las células germinales de manera que mantiene la
espermatogénesis. La prolactina actual junto con los andrdgenos sobre el crecimiento
de las glandulas accesorias. (CARAVACA, y otros, 2003)

Cuadro 1. Células endocrinas y neuroendocrinas, y hormonas principales que
participan en los procesos reproductivos

Células hipotalamicas = GnRH Estimula la secrecion de FSH y LH desde la hipdfisis anterior.
secretoras de GnRH
LH Estimula las células de Leydig para que secreten testosterona
Células de la hipdfisis
anterior En combinacién con la testosterona, estimula las células de Sertoli
FSH para que sustenten y regulen la espermatogénesis.
Testosterona Necesaria para la mitosis y la meiosis de la espermatogénesis. En
Células de Leydig combinacién con la FSH, estimula las células de Sertoli para que
sustenten y regulen la espermatogénesis.
Inhibina Ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la hipofisis
anterior y el hipotalamo.
Células de Sertoli Inhibe la secrecion de FSH.

(Las células de Sertoli también secretan productos no hormonales,
incluidas sustancias que nutren los espermatozoides en vias de
diferenciacion, el liquido extracelular que ocupa los tlbulos
seminiferos y contiene la proteina fijadora de andrégenos y
sustancias paracrinas).

FUENTE: HILL, WYSE, ANDERSON, 2006, Fisiologia Animal



1.1.1. Endocrinologia de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH)

La GnRH es el regulador central de la cascada reproductiva hormonal. Es un
decapéptido (p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 o p-Glu-His-Trp-
Ser-Tyr-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2) con estructura similar en todos los animales. En
mamiferos, es sintetizada principalmente en el area preoptica del hipotalamo a partir
de una preprohormona de 92 aminoacidos. La GnRH es considerada una
neurohormona, ya que es una hormona producida en una célula neuronal especifica y
liberada en su terminal neural. EI gen GNRHI, para el precursor de la GnRH, se
localiza en el Cromosoma 8 (LOPEZ, 2009).

llustracion 1. Esquema de la estructura de la hormona GnRH

Gly
Tyr Leu
Ser Arg
Trp Pro
His Gly
pGlu NH;
N-terminal 1 C-terminal 1

FUENTE: REVELO, Maria, 2014, Efecto modulador de agonistas de GnRH en los proceso de apoptosis en las

células de la granulosa del ovario de la gallina domésticas (Gallusgallusdomesticus)

El extremo amino-terminal (azul) tiene un papel en la activacion del receptor,
mientras que el extremo carboxi-terminal (rosa) es requerido para la especificidad y
la alta afinidad de unién al receptor de GnRH (REVELO, 2014).

A nivel hipofisario la secrecion pulsatil de GnRH provoca la liberacion de ambas
gonadotropinas, pero conforme la respuesta de FSH es rapida, existe un marcado

periodo de latencia de la LH, ya que tiene que promover la sintesis previa de LH a



partir de su correspondiente ARN. En cambio, la administracion continua de GnRH
produce el fendbmeno de desensibilizacion de sus receptores, con supresion de la
liberacion de gonadotropinas, no porque se haya agotado su dep0sito sino por un
blogueo en los mecanismos desencadenados tras la ocupacién del receptor. La
secrecion de GnRH es de caracter pulsatil y esta influenciada principalmente por dos
sistemas neuroquimico: el a-adrenérgico, de caracter estimulador, y el opioide, de
caracter inhibidor (FLORES, 2008).

La GnRH actua sobre los receptores hipofisarios de alta afinidad para estimular la
produccion y liberacién de FSH y LH. Se secreta principalmente por neuronas del
area preoptica y esta constituida por tan solo 10 aminoéacidos. La accion sobre la
hipdfisis se inicia con la fijacion a receptores especificos de la superficie celular, el
proceso de liberacion se activa mediante la movilizacion del calcio intracelular. Los
agonistas adrenérgicos facilitan aparentemente la liberacion de GnRH, mientras que
los opidceos enddgenos la inhiben, los estrogenos aumentan la cantidad de receptores
de GnRH y los androgenos la reducen. (BRANDAN, 2002)

La forma GnRH-I, es llamada también GnRH hipotaldmica y corresponde a la aislada
inicialmente en mamiferos, por lo que también se la suele mencionar como mGnRH.
Esta primera forma de mamiferos y sus contrapartes en no mamiferos tiene una
funcion predominante en la regulacion de la pituitaria. El principal papel de la GhRH-
| es estimular las células gonadotropas de la hipofisis para producir hormonas
gonadotrofinas. La estructura molecular de la GnRH que originalmente se aislé de
mamiferos es pPEHWSY GLRPG-NH2. (REVELO, 2014)

A nivel gonadal la GnRH tiene capacidad de actuar directamente sobre las células de
Leydig en el testiculo, porque existen tejidos receptores especificos para dicha
hormona. En concentraciones fisioldgicas es posible que la GnRH no actué
directamente sobre las génadas, pero a concentraciones elevadas o mediante agonistas
potentes inhibe la accion de la LH sobre la testosterona (FLORES, 2008).



1.1.2. Estructura gonadal

El aparato genital masculino esta formado por la: Porcion glandular: representada por
los dos testiculos que se originan en la region lumbar del abdomen y migran hacia la
region inguinal. Porcién tubular: formada por las vias de recoleccion y transporte del
esperma. Forma las vias espermaticas. Los drganos son: Epididimo y conducto
deferente. Porcion uro-genital: Constituido por un conducto largo e impar
denominado uretra con sus glandulas anexas, formaciones eréctiles y el pene. Ademas
es importante mencionar el descenso testicular que es la migracion por la cual cada
gonada masculina, desarrollada en la region lumbar abandona el abdomen, pasa por el
espacio o conducto inguinal y se sitdan dentro de las envolturas que hacen relieve
sobre la region inguinal o sobre el perineo inguinal o sobre el perineo, en el conejo, el
canal inguinal y en particular el anillo interno se mantiene siempre abierto y sus
envolturas testiculares poseen formaciones musculares desarrolladas que pueden

enviar al testiculo hacia el interior del abdomen (GHEZZI, 2004).

Desempefian una doble funcion de la produccién de células germinales
(gametogeénesis) y la secrecidén de hormonas gonadales. Las células intersticiales que
se localizan entre los tubulos seminiferos se llaman células de Leydig. Estas Gltimas

secretan testosterona en el macho. (HAFEZ, 2000)

1.1.2.1. Anatomia testicular

El testiculo es un dérgano de localizacién bilateral, se desarrolla a ambos lados en la
region lumbar, medial al rifion embrionario, a partir de la cresta gonadal. Desde esta
situacion intraabdominal, el testiculo se desplaza hasta las bolsas escrotales situadas
en el exterior de la cavidad abdominal. Mediante el desplazamiento de los testiculos a
las bolsas escrotales, se logra disminuir algunos grados la temperatura del érgano. Lo
cual es necesario para el correcto desarrollo las células germinales masculinas. El
responsable del descenso testicular es el ligamento conductor o gubernaculum del

testiculo. Como el testiculo, el gubernaculum discurre por el interior del proceso



vaginal y mediante un aumento de didmetro de su porcion distal, produce un
ensanchamiento del espacio inguinal, y su acortamiento, introduce el testiculo en las
bolsas escrotales (KONIG, y otros, 2011).

1.1.2.2. Estructura del testiculo.

Los testiculos estan rodeados por una firme céapsula de tejido Conectivo, la tinica
albuginea, que tiene 1-2 mm de espesor, esta compuesta por fibras de colageno. En la
tunica albuginea discurren en forma especifica segln el tipo de animal los grandes
vasos sanguineos del testiculo (arteria y vena testiculares). Por afuera del Testiculo se
encuentra la hoja visceral del proceso vaginal del peritoneo o epiorquio como una
cubierta serosa de una sola capa. La tunica albuginea mantiene bajo presion el
parénquima testicular de modo que los agrandamientos de volumen, por ejemplo en
caso de inflamacién, originan grandes dolores. Las partes de tejido conectivo del
testiculo pueden subdividirse desde afuera hacia adentro en: Céapsula de tejido
conectivo (tanica albuginea), Septos tejido conectivo (septos del testiculo) y Cuerpo
de tejido conectivo (mediastino del testiculo) (CARAVACA, y otros, 2003).

Desde la céapsula irradian hacia el interior del testiculo pequefios tabiques de tejido
conectivo, los septos del testiculo, que dividen el parénquima testicular en lobulillos
de forma piramidal. Estos tabiques de tejido conectivo se unen entre si en el eje
testicular, o algo desplazados en direccidn al epididimo, para formar el mediastino del
testiculo. El parénquima testicular incluye: Tubulos seminiferos contorneados,
Tabulos seminiferos rectos y Red del testiculo con conductillos eferentes (DYCE, y
otros, 2007).

Cada lobulillo testicular contiene entre dos y cinco canaliculos testiculares
contorneados que tienen a su cargo la formacion de las células germinales
masculinas. La pared de estos canaliculos testiculares contiene células de sostén
(células de Sertoli) y células del epitelio germinativo, estas Ultimas durante la
espermatogénesis se diferencian desde espermatides de la fase acrosémica, de la fase
de Golgi y de la fase de maduracion, hasta convertirse en espermatozoides. Las



funciones de las células de sostén consisten en producir diferentes proteinas que
dirigen la espermatogénesis, nutrir las células en diversos estadios de diferenciacion,
fagocitar gotitas citoplasmaticas y también liberar las esperméatides maduras a la luz
tubular (ASPINALL, y otros, 2004).

Los tubulos seminiferos contorneados discurren en asas fuertemente enrolladas cuyas
terminaciones en linea recta, los tabulos seminiferos rectos, se introducen en la red
del testiculo. La red del testiculo se encuentra en el mediastino del testiculo. En el
intersticio, entre los tubulos seminiferos, se encuentran células intermedias de Leydig,
las que producen las hormonas sexuales masculinas o andrégenos (testosterona). De
la red testicular salen entre 8 y 12 conductos excretores del testiculo, densamente
enrollados, que perforan la tdnica albuginea e ingresan en la cabeza del epididimo
(KONIG, y otros, 2011).

lustracion 2. Esquema Estructura del Testiculo

[ \ CABEZA DEL EPIDIDIMO

CONDUCTOS EFERENTES

RETE TESTIS

CONDUCTO O CANAL
EPIDIDIMARIO

CONDUCTO
DEL EPIDIDIMO

CUERPO DEL
EPIDIDIMO

RETE TESTIS EN EL
MEDIASTINO

TUBULO RECTO

CONDUCTO

DEFERENTE LOBULILLO

COLA DEL EPIDIDIMO
Fuente: GUEZZI, Marcelo; 2004, Area de Anatomia de los animales domésticos

1.1.2.3.  Histologia testicular

Son dos 6rganos de forma oval, tiene funcion exocrina, que corresponde a la

produccion de los gametos y funcién endocrina realizada por dos tipos de células



testiculares, las células de Leydig y las células de Sertoli. Estan localizados fuera de
la cavidad peritoneal y contenidos en el escroto, lo cual permite que la temperatura de
los testiculos sea un grado menor a la corporal. Dentro del escroto el testiculo se
encuentra rodeado por la capsula testicular, la cual estd formada por dos capas o
tlnicas: la méas externa es la tunica vaginal, formada por las células mesoteliales
derivadas del peritoneo. La capa interna corresponde a la tdnica albuginea y esta
formada por tejido conjuntivo fibroelastico denso y algunas células musculares lisas.
Dentro de la tunica albuginea se localiza un estrato o capa vascular. La tdnica
albuginea se proyecta al interior del 6rgano, formando al mediastino testicular; en
esta zona se localizan vasos sanguineos y linfaticos, nervios y los conductos
intratesticulares (FORTOUL, 2013).

Cada lobulillo contiene de uno a cuatro tubulos seminiferos muy contorneados, cuya
funcidn es producir espermatozoides. La superficie luminal de cada tubulo seminifero
estd tapizada por un epitelio seminifero de varias capas celulares de espesor. Las
células basales de este epitelio son las células de Sertoli y los espermatogonios. Estos
ultimos se dividen por mitosis para replicarse y para producir espermatocitos
primarios (diploides). (GARTNER, y otros, 2008)

Los espermatogonios existen desde el principio de la vida fetal al iniciarse la pubertad
ya se distinguen tres tipos de espermatogonios: A, intermedios y B. el tipo A tiene
propiedades de perpetuarse asi mismo, tantas veces como se divide en mitosis. El tipo
A es méas grande, poco numeroso Y tiene un nucleo palido con granulos. El tipo B es
mas pequefio, mas numeroso y posee un nucleo obscuro con masas de cromatina
gruesas. (FORTOUL, 2010)

Los espermatocitos primarios son muy similares a los espermatogonios B, sufren
transformaciones mdaltiples que corresponden a los movimientos de la cromatina y los
cromosomas, preparatorios de la meiosis. La meiosis es una forma especial de
divisién celular en la cual el nacleo se divide dos veces mientras que los cromosomas

se dividen una sola vez. Estas células (espermatocitos secundarios) poseen por lo



tanto el llamado nimero haploide o gametico de cromosomas (WELSCH, y otros,
2013).

La transformacion de las espermatides tanto en su parte nuclear como en su parte
citoplasmica, forman una metamorfosis espectacular que termina con la liberacion de
una célula viva, independiente y con movimiento propio: el espermatozoide: el
nacleo de la espermatide al principio todavia es claro se condensa cada vez mas y
migra hacia la periferia. El aparato de Golgi se desplaza entre la membrana celular y

el nicleo y por ultimo forma una vesicula, el acrosoma (GARTNER, y otros, 2007).

EL espermatozoide tiene la cabeza aplanada y mide 55 micras de largo en total; est4
formada por un nucleo y el acrosoma, la cola tiene cuatro regiones: cuello, pieza

intermedia, pieza principal y pieza terminal (ALBA, 2000).

llustracién 3. Espermiogénesis
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Coloracion: hematoxilina-eosina. 300 y 1000 X,
Fuente: DI FIORE; 2004, Nuevo Atlas de Histologia normal

Las células en diferenciacion estan sustentadas por las células de Sertoli, que tiene
como funcion el sostén y nutricion para las células germinales. Ademas, las zonulae
ocludentes entre las células de Sertoli establecen una barrera hematotesticular que
protege las células germinativas en desarrollo de los fendmenos auto-inmunitarios. El
epitelio seminifero esta apoyado sobre una membrana basal que a su alrededor tiene

una tunica propia fibromuscular. El tejido conjuntivo que rodea los tubulos



seminiferos contiene pequefios cumulos de ceélulas endocrinas productoras de
andrdgenos, las células intersticiales de Leydig. Estas células producen la hormona

sexual masculina testosterona. (WELSCH, y otros, 2010).

1.1.3. La pubertad

La espermatogénesis comienza entre los 40 y 50 dias. Los conductos testiculares son
activos hacia los 84 dias. Los primeros espermatozoides aparecen en la eyaculacion
hacia los 110 dias. La madurez sexual, definida como el momento en que la
produccion cotidiana de esperma no aumenta ya mas, se alcanza a las 32 semanas. En
cambio, en las mismas condiciones, un macho joven puede utilizarse para las
reproducciones a partir de la edad de 20 semanas. En efecto, las primeras
manifestaciones de comportamiento sexual aparecen hacia los 60 a 70 dias; el conejo
joven comienza entonces a hacer tentativas de monta. Los primeros coitos pueden
tener lugar hacia los 100 dias pero, en estas primeras eyaculaciones, la viabilidad de
los espermatozoides es escasa 0 nula. Por lo tanto, es preciso esperar de 135 a 140

dias para los primeros apareamientos (RODRIGUEZ, 2000).

1.2.  Anélogos de la GnRH

Los analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) tienen capacidad
de unirse con mayor afinidad al receptor de GnRH de forma que producen una
supresion hipofisaria tras un aumento inicial en la liberacion de gonadotropinas (Flare
up). (BLASCO, y otros, 2011)

La sustitucion de un solo aminoacido de cadena polipeptidica puede cambiar la
afinidad y la actividad de la molécula GnRH formando una agonista, a través de las
modificaciones de la cadena lateral que interactda con el sitio de union del receptor y

/ 0 cambio estructural en la conformacion del péptido. (ABREU, y otros, 2006)
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Es posible que dicha hormona tenga una participacién clave, junto con los estrégenos,
a progesterona o la testosterona, en el comportamiento sexual. Asimismo, se ha
observado que el efecto de la GnRH a nivel gonadal es inhibitorio; esto es, que la
accion directa de esta hormona sobre los ovarios o testiculos induce bloqueo de la
esteroidogénesis. Se sabe también que las dosis altas de GnRH inducen un efecto
refractario del gonadotropo. El efecto inhibitorio de la GnRH a nivel hipofisario y
gonadal esté siendo utilizado como posible medida anticonceptiva en el ser humano,
en el cual se ha demostrado que blogquea la espermatogénesis. (SUMANO, vy otros,
2006).

Cuadro 2. Secuencia de amino&cidos de los anélogos de la GnRH

- Secuencia aminoacidica de los anilogos de la GnRH

1 2 3 4 5 6 7| 8 9 10
GnRH pGlu Hlis Trp Ser Tyr Gly Leu [ Arg Pro | Gly-INH:
Agonistas
Buserelina 1 2 3 4 5 D-Ser 7 # 9 | Enlamida
Goserelina 1 2 3 4 5 D-Ser 7 8 9 AzaGly
Leuprolide 1 2 3 4 5 D-Leu 7 8 9 | Enlamida
Triptorelina 1 2 3 4 5 D-Trp 7 8 % | Gly-NH:
Histerelina 1 2 3 4 5 D-His 7 & 9 AzaGly
MNafarelina 1 2 3 4 5 D-Mal 7 E 9 | Gly-INH:
Antagonistas
Cetrorelix D-MNal | D-Phe| D-Fal 4 5 D-Cic 7 8 9 D-Ala
Nal-Glu D-Nal | D-Phe| D-Fal 4 Arg D-Glu 7 8 @ D-Ala
Anticde 13-MNal | D-Phe| D-Pal 4 Miclys | I-MicLys 7 Lys(iPr) 9 ID-Ala
Ganirelix D-Mal | D-Phe| D-Pal 4 5 D-hArg 7 hirg o D-Ala
Azaline-B D-Nal | D-Phe| D-Phe| 4 Phe D-Phe T | LysiiPr) 9 D-Ala
Antarelix [D-Mal | D-Phe| D-Pal 4 Phe D-Het 7 { Lys (iPr) 9 12-Ala

Fuente: MATORRAS, P.J; Hernandez. D. Molero, 2008, Tratado de reproduccién humana de enfermeria

1.2.1. Mecanismo de accion de los analogos de la GnRH

Su modo de accion se basa en la unidn a los receptores de esta hormona en la
hipofisis induciendo a la liberacién de grandes cantidades de hormonas FSH y

luteinizante LH, lo cual se conoce como efecto flare-up, asi como un aumento en el
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namero de receptores de GnRH conocido como up-regulation. Sin embargo, tras 7-14
dias de exposicion se produce una desensibilizacion hipofisaria dada por la
internalizacion del complejo agonista de GnRH-receptor de GnRH lo que
desencadena un descenso del nimero de receptores de GnRH conocido como down-
regulation. (BARROS, 2014)

1.2.2. Agonistas de la GnRH

Un agonista es un farmaco que se combina con un receptor e inicia una secuencia de
eventos que conducen a una respuesta. Un agonista parcial actta a nivel del receptor
pero produce un efecto inferior maximo. Un agonista parcial que ocupa una fraccion
significativa de la poblacién de receptores disponible antagonizara la accion del
agonista (MADDISON, y otros, 2004).

Los Agonistas de GnRH tienen relativamente algunas modificaciones en comparacion
con la GnRH nativa. Basicamente, se realizan los cambios de la glicina a posicién 6y
en la glicina-carboxiterminal en posicién 10. La modificacion en la posicién 6
incrementa la vida media de la molécula, pues estd en la posicion de division por
peptidasas, produce la degradacion en la circulacion sanguinea. Las modificaciones
en la posicion 10 aumenta la afinidad del receptor 100-200 veces en comparacion a la
GnRH nativa (ABREU, y otros, 2006).

1.2.3. Antagonistas de la GhRH

Un antagonista interactia con un receptor para inhibir a accion del agonista sin
desencadenar ningun efecto por si mismo. Los antagonistas pueden ser competitivos
y no competitivos: los efectos de un antagonista competitivo se puede superar
incrementando la dosis del farmaco; por lo tanto, el antagonista tiene una accion
reversible a nivel del receptor. El efecto de un antagonista no competitivo no puede

ser superado por completo de manera independiente a la dosis, debido a la union
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irreversible del antagonista con el receptor (pero al cual el agonista no se une) que
impide el inicio del efecto (MADDISON, y otros, 2004).

Los antagonistas de la GnRH acttan bloqueando el receptor de GnRH, produciendo
una supresion rapida y profunda y evitando el efecto flare up. (BLASCO, vy otros,
2011).

Los antagonistas actian compitiendo directamente por el receptor de la GnRH,
uniéndose a él y bloqueandolo, ocasionando una inmediata y profunda supresion de la
secrecion de gonadotrofinas. Este mecanismo de accion depende del equilibrio entre
la GnRH enddgena y el antagonista administrado. Este efecto antagonico es dosis
dependiente. Los agonistas de la GnRH, luego de un efecto estimulante inicial sobre
la hipdfisis (flare-up), inducen una desensibilizacion de las células gonadotropas
mediante la reduccion del niamero de receptores de la GnRH en la membrana celular
(down-regulation), suprimiendo la secrecion de gonadotrofinas. La recuperacion de la
funcion pituitaria ocurre mas rapida mente después del uso de antagonistas que de
agonistas del GnRH. (LIMA, y otros, 2008)

Los antagonistas de la GnRH ofrecen varias ventajas potenciales sobre los agonistas.
En primer lugar, la duracion del tratamiento con un antagonista es mas corta que con
un agonista. Dado que su Unica finalidad es prevenir un pico prematuro de LH
enddgena y que sus efectos son inmediatos, el tratamiento con antagonistas puede
posponerse hasta un momento mas avanzado del desarrollo folicular (después de 5-7

dias de estimulacion con gonadotropinas) (LOPEZ, 2008).

El principal efecto de las gonadotrofinas es promover la gametogénesis 0, en su
defecto, la produccion de esferoides sexuales. En el testiculo los receptores de
LH/hCG se encuentran Gnicamente en las células de Leydig (BARZALLO, 2013).
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1.2.4. Gonadotropinas de origen natural

1.2.4.1. Gonadotropina de suero de yegua prefiada (PMSG)

1.2.4.1.1. Origeny composicion.

La Gonadotropina sérica de suero de yeguas gestantes (PMSG), hormona placentaria,
es secretada en las copas endometriales que se han formado alrededor del dia 40 en
las yeguas gestantes; es una hormona glicoproteica con un peso molecular
aproximadamente de 70.000 Daltons, por lo que no aparece en la orina y circula en la
sangre; contiene subunidades alfa y beta similares a las de la LH y FSH pero con
mayor contenido de carbohidratos (45% de su masa), especialmente acido sialico,
hecho que le confiere caracteristicas propias desde el punto de vista farmacocinético,
como una vida media prolongada que favorece su uso en una sola dosis (GARNICA,
2012).

1.2.4.1.2. Mecanismo de Accion.

En las hembras, la PMSG estimula el crecimiento y la maduracion de los foliculos.
En el macho, la PMSG estimula el desarrollo del tejido intersticial del testiculo y la
espermatogénesis. La LH induce un incremento en los niveles de semen producidos a
través de la estimulacion de la produccion del plasma seminal, y estimula la
capacidad de movimiento del espermatozoide a través de un ascenso del pH en el
plasma seminal. La gonadotropina sérica equina (PMSG) es una glicoproteina de gran
tamafio compuestas por dos subunidades (alfa y beta) unidas por enlaces no
covalentes. PMSG tiene actividad dual, foliculoestimulante (similar a la hormona
FSH) y luteinizante (similar a la hormona LH); por tanto, estimula el crecimiento y la

maduracion folicular durante los dias anteriores al celo y la ovulacion. HCG muestra
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tan solo actividad tipo LH; induciendo la ovulacion de los foliculos desarrollados por
la PMSG (AUQUILLA, y otros, 2013).

1.2.4.1.3. Datos farmacocinéticos.

La gonadotropina sérica equina se absorbe lentamente tras su administracion
intramuscular en cerdos, alcanzando las concentraciones plasmaticas maximas entre
las 8 y las 24 horas después de la misma. Se ha calculado una biodisponibilidad por
esta via del 71%. Presenta una cinética que se ajusta a un modelo bicompartimental,
con una primera fase de distribucién-eliminacion rapida y una segunda mas lenta. La
semivida de eliminacion es de alrededor de 35 horas. Se acumula fundamentalmente
en el higado, donde sufre metabolismo, origindndose péptidos inactivos. La
gonadotropina corionica alcanza la concentracion plasmatica maxima entre 6 y 8
horas después de la administracion intramuscular, decreciendo después de forma
bifasica. La biodisponibilidad por via intramuscular es del 78%, la excrecion tiene
lugar en la orina (HAFEZ, 2000).

Posee una actividad de FSH y LH con una semivida de 40 horas y que persiste
durante aproximadamente 10 dias (SAGBAY, 2012).

Se obtiene del suero de Yegua prefiada durante la primera mitad de la gestacion. Si
hay necesidad de un efecto foliculoestimulante exclusivo, se puede conseguir
hormona foliculoestimulante preparada (FSH-P) a partir de a adenohipdfisis de
animales de rastro. Esta ultima forma solo se utiliza experimentalmente (SUMANO,
y otros, 2006).

1.3. Lainmunoesterilizacion

La inmunocastracion es un método menos engorroso, no doloroso, éticamente viable,

aplicable a mamiferos de ambos sexos y reversible con el tiempo en animales
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prepUberes y adultos. Otra alternativa publicada para la castracion de animales es el
uso de analogos de GnRH. En ratas se publicé la evaluacién de un bioldgico anti-
GnRH para el control de la fertilidad y para tratar de eliminarlas mediante la
esterilizacion de al menos el 70% de la poblacion de ambos sexos en tres

generaciones consecutivas (BASULTO, y otros, 2003).

La técnica de inmunoesterilizacion ha sido utilizado con seguridad y eficacia en
varias especies domesticas y salvajes, incluyendo el venado cola blanca, y los cerdos
domésticos asilvestrados, bovinos, ardillas, ratas, caballos salvajes y domésticos
(BENAVIDES, y otros, 2012).

La inmunocastracion esta reportada como alternativa ventajosa en los animales de
importancia econdmica, por mejorar el comportamiento agresivo de los machos, el
olor y sabor de la carne, la conversion alimenticia, producirse canales mas magras y
una reduccion en el consumo de alimento, con el uso de péptidos anélogos a la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) conjugados con proteinas, con el
objetivo de levantar anticuerpos que neutralicen la funcién de la GhnRH (BORROTO,
2008).

1.3.1. Concepto de bioldgico

En su concepto original, el bioldgico tiene como objetivo imitar el desarrollo de la
inmunidad adquirida de forma natural mediante la inoculacion de los componentes no
patdgenos pero todavia inmunogénicos del patdgeno en cuestiéon, o los organismos
estan estrechamente relacionados. Los biol6gicos de bacterianas estan disponibles
desde hace décadas como profilaxis contra las enfermedades bacterianas en la
medicina veterinaria siendo estos vivos, atenuados o inactivados (muertos).
(MEEUSEN, y otros, 2007)
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llustracion 4. La evolucidn de las bioldgicos: (A) bioldgico tradicional utilizando
todo un patogeno, (B) bioldgico de subunidad a base de proteinas, y (C) biologico
de subunidad basada en péptidos.

FUENTE: AZMI; ABDULLAH; SKWARCZYNSKI; ISTVAN, 2013, Hum Vaccin Immunother.

Bioldgicos de subunidades basados en péptidos son de gran interés en la
inmunoterapia moderna, ya que son seguros, faciles de producir y bien definido. Sin
embargo, los antigenos peptidicos producen una respuesta inmune relativamente
debil, y por lo tanto requieren el uso de inmunoestimulantes (adyuvantes) para una

eficacia 6ptima. (AZMlI, y otros, 2013)

La elaboracién del bioldgico contra la GnRH se ha desarrollo en las &reas de salud
humana y animal, este tipo de biolégico ha utilizado toxoides bacterianos, incluyendo
toxoides tetanico y diftérico u ovoalbumina como portadores, a los que los péptidos
de los antigenos propios en la mira se conjugan, tienen como objetivo evitar la
produccion del espermatozoide sin embargo, mantener patrones de comportamiento

sexual y la competencia en el apareamiento. (MEEUSEN, y otros, 2007)
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lustracién 5. Vision general esquematica de la cascada inmunolégica inducida
por adyuvantes.
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FUENTE: AZMI; ABDULLAH; SKWARCZYNSKI; ISTVAN, 2013, Hum Vaccin Immunother.

Estos eventos inmunoldgicos son esenciales para mejorar y dirigir la respuesta inmune
adaptativa contra antigenos de la biologico. Las respuestas estan mediadas principalmente
por dos tipos principales de linfocitos, T y células B. (APC: célula presentadora de antigeno;
CTL: linfocitos T citotoxicos, células NK: las células asesinas naturales; PRR: receptor de
reconocimiento de patrones; TLR: Toll-like receptor; RLR: gen-4cido retinoico inducible 1
(RIG-I) -como receptor; receptor de NOD-como; MHC: NLR complejo mayor de
histocompatibilidad; NLRP3: NOD-como familia de receptores; ASC: El adaptador
inflamasoma; TCR: receptor de células T; CLR: receptores de lectina de tipo C). (AZMI, y
otros, 2013)
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1.3.1.1. Bioldgico contra la GnRH

Los estudios indican que las proteinas quiméricas basadas en GnRH, que consta de
GnRH y toxinas, como el tétanos toxoide, la difteria toxoide pseudomonas aeruginosa

exotoxina, pueden controlar eficazmente la reproduccion (LI, y otros, 2008).

Para la castracién inmunoldgica existen biologicos que permite la castracion de los
machos a través de la creacion de anticuerpos contra la GnRH (hormona liberadora de

gonadotropina) a través del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (ROS, 2009).

El biologico consiste en la estimulacion de la produccion de anticuerpos que
neutralizan el factor liberador de las gonadotropinas (GnRF), que es el responsable de
regular la funcion testicular a nivel de hipotdlamo. La inmunizacion se realiza
mediante la aplicacion de dos dosis, que provoca una supresion de la produccion de
esteroides como la testosterona y la androsterona, y una disminucion de su
concentracion, ademas de una reduccion del tamafio de los testiculos (DUNSHEA, y
otros, 2001).

Composicion farmacéutica utilizando combinaciones de la hormona GnRH nativa y/o
alguno de sus miméticos, unidos indistintamente por sus extremos amino o carboxilo
a una molécula portadora, en un caso por su extremo carboxilo y en el otro por su
amino terminal, generando una rapida y potente respuesta inmunologica contra la
hormona GnRH enddgena que conduce finalmente a la ablacion de la GnRH y por
tanto del resto de las hormonas involucradas en la cascada
GnRH/LHFSH/Testosterona-(estrégenos) y facilitando la exposicion al sistema
inmune de un mayor namero de epitopes de la GnRH o sus miméticos y minimizando
el impedimento estérico que producen los portadores. Esta invencion tiene una
aplicacion directa en la castracion de animales de interés econémico y animales
mascotas, en el control de la fertilidad en humanos, y en el tratamiento de tumores
hormono-sensibles; de prostata, mama, ovario, endometrio, testiculo, hipofisis,

glandulas salivales y otros tipos de tumores humanos (OMPI, y otros, 2010).
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1.3.1.1.1. Bacteria Clostridium.

1.3.1.1.1.1. Descripcion general.

Estos bacilos son de tamafio variable midiendo 0'4 — 1°2 u de diametro y 3-8 u de
longitud. Generalmente son rechonchos, con extremos redondeados, pero algunos
aparecen como bacilos largos y delgados. Son Gram-positivos en los cultivos
jévenes, pero se decoloran facilmente en los envejecidos. Es preferible emplear
solamente alcohol como agente decolorante en vez de alcohol-acetona, al hacer la
técnica de Gram. En las células de algunas especies se observan granulaciones, que
determinan variaciones en la intensidad de la coloracion cuando se utiliza azul de
metileno (TOTORA, y otros, 2007).

1.3.1.1.1.2. Propiedades bioquimicas.

EL Clostridium produce &cido y gas de glucosa, fructosa, maltosa, lactosa y sacarosa,
pero no del manitol, glicerina, dulcitol, salicina e insulina. Coagula la leche
formando un coagulo floculento. El medio con carne se enrojece. Acidifica, pero no
ennegrece, la papilla cerebral de Hibler. Produce ligera hemolisis en las placas de
agar-sangre. No forma indol. Da reaccion negativa al rojo metilo. No reduce los
nitratos a nitritos. No forma NH3. Produce H2S. No reduce el azul de metileno. No
forma catalasa (MERCHANT, y otros, 2000) .

1.3.1.1.1.3. Estructura antigénica y toxinas.

El Clostridium produce una verdadera exotoxina. Algunas cepas indudablemente la
producen, especialmente las virulentas. Grassberger y Schattenfroh afirman que han
logrado producir medios de cultivo con toxina diftérica, mata a los animales de
laboratorio. Han demostrado que esta toxina es termoestable, en condiciones
adecuadas puede producir a dosis de 0°025-0°5 ml, inyectada intravenosa al raton,

produce sintomas respiratorios y la muerte en unos minutos. La inyeccion subcutanea
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de la toxina a cobayos y ratones no es mortal, pero produce edema (SWAPAN, y
otros, 2007).

1.3.1.1.1.4. Inmunidad.

Los animales curados de la enfermedad quedan inmunes para el resto de su vida. El
muy joven o0 muy viejo tiene considerable inmunidad natural. Probablemente sea de
naturaleza opsénica en los animales jovenes, mientras que en los méas viejos existe
siempre la posibilidad de que hayan padecido una infeccion subclinica
(MERCHANT, y otros, 2000).

1.3.1.2. Adyuvantes del biologico

El desarrollo de un adyuvante seguro y eficaz sigue siendo un reto para el disefio de
los bioldgicos a base de péptidos. La comprension de la estructura molecular de los
adyuvantes permite el establecimiento de sus relaciones estructura-actividad que es
atil para el desarrollo de adyuvantes de proxima generacion, los bioldgicos de
subunidades basadas en péptidos pueden disminuir la estimulacion de una respuesta
autoinmune, ya que contienen un fragmento especifico, bien definido y producido

sintéticamente de un patdgeno. (AZMl, y otros, 2013)

Los adyuvantes son sustancias que en combinacién con los antigenos favorecen la
estimulacion del sistema inmunitario y aumentan la efectividad de los biologicos. La
palabra adyuvante proviene del latin adjuvare, que significa “ayudar, asistir

(PANEQUE, 2013).

Los bioldgicos utilizando antigenos especificos con escasa inmunogenicidad como
GnRH -1 son incapaces de desarrollar una respuesta inmune adaptativa eficaz y
requieren la presencia de adyuvantes, esencial para la activacion linfocitica. (SAENZ,
y otros, 2009)
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Cuadro 3. Activacion de los componentes del sistema inmune innata 'y
adaptativa por grandes adyuvantes

activada

estinmladas Principales

Auziliar Mayor inmunoestimulantes componente (5)
Los adyuvantes con licencia
Alumbre sales de aluminio NLRP3 inflamasoma (7) Ab, Th? (+ Th1 en los seres
Immanos)
MF39y ASO3 escualeno en agua emulsiones inflamacion del tejido (nohay  Ab, Thl +Th2
receptores definidos)
AS04 MPL mas alumbre TLR4 y inflsmasoma () Ab, Thi
Loz adyuvantes de Uso Experimental generalizada o en desarrollo clinico finales dz La efapa
Poli-IC (tambign polt-ICLC) derrvados sinteticos de dsRNA TLR3, MDAS Ab, Thi,CD8 B celulas T
MPLy formulaciones (AS01, MPLyQS-21 TLR4(MPL) 7{Q521) Ab,Thl
A302)
Flagelina, proteinas de fusion Flagelina de 5. fyphinsurium TLR5 Ab, Thl +Th?
flagelina-Ag
Imiquimods derivados imidazoquinolina TLR7, TLRS o ambos Ab, Thi, CDR * chulsT {cvando
e conjuga)
Oligodeoxymuceotides y oligomucledtidos de ADN fosforotioato ligado TLRY Ab, Thi, CD8 " célulasT {cvando
formulaciones CpG (IC31,QB10)  smtéticos con motivos CpG optimizados 58 Conjuga)
CAFOL dimicolato dz trehalosa (factor de cordon) Mincle Ab, Thl, Thi?
ISCOMS y ISCOMATRIX saponinas mecanismo 10 definido Ab, Thi +Th?,CD8 " céulasT
IFA (y Montanide formulaciones) — mineral o aceite de parafina + surfactante mecanismo 10 definido Ab, Thi +Th?
CFA IFA + peptidoglicano, dimicolato trehalosa NIR, inflamasoma Mincle, ~ Ab, Thi, Thi?
TLR?

FUENTE: COFFMAN, Robert; SHER, Alan; SEDER, Robert A; 2010, Los adyuvantes de Biolégicos: Poner

inmunidad innata para trabajar.

1.3.1.2.1. Adyuvantes Hidréxido de aluminio (alumbre).

Los adyuvantes de alumbre clinicamente aprobados constan de precipitados de
fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio a la que se adsorben antigenos. Aunque
tradicionalmente pensado para funcionar principalmente mediante la formacion de un
depdsito de larga duracidon para el antigeno y promoviendo su absorcion por las
células presentadoras de antigeno (APC). (COFFMAN, y otros, 2010)
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La inyeccion de este precipitado de alumbre tiene como resultado una liberacion mas
lenta del antigeno del sitio de inyeccidn, de tal manera que aumenta el tiempo eficaz
de exposicion del antigeno de unos cuantos dias. El precipitado de alumbre ademas
incrementa el tamafio del antigeno y por consiguiente la posibilidad de fagocitosis.
(GOLDSBY, y otros, 2004)

El hidroxido y el fosfato de aluminio genéricamente llamados Alum, son sales con
propiedades fisicas diferentes que estan disponibles para ser utilizadas en la
produccion de bioldgicos para humanos. El fosfato de aluminio o hidroxifosfato,
posee un punto isoeléctrico usualmente entre 4.5 y 6.0 relacionado inversamente con
el grado de sustitucion de fosfatos por hidroxilos; al estar cargado negativamente, a
un pH de 7.4, absorbe los antigenos cargados positivamente gracias a fuerzas de
atraccion electrostatica. Por otra parte el hidroxido de aluminio tiene un punto
isoeléctrico de 11.4 y a un pH de 7.4 absorbe los antigenos cargados negativamente
por atraccion electrostatica. En general los antigenos del biologico se unen
establemente a las sales de aluminio por estas interacciones formando una suspension
macroscopica (FRANCO, y otros, 2004).

Sus trabajos demuestran que cuando se inyecta hidroxido de aluminio en un musculo,
las células en circulacion, provenientes de la médula dsea, llegan al bazo y activan los
linfocitos B, glébulos blancos que intervienen en la respuesta inmunitaria. Este
resultado es capital en la comprension del funcionamiento del adyuvante aluminico:
contrariamente a lo que se pensaba hasta el momento, éste no es completamente

eliminado, sino que permanece activo en nuestro cuerpo (FASCIITIS, 2007).

El Alumbre ha sido usado por muchos afios en el campo de los biol6gicos, no
obstante, su mecanismo de accién no se conoce en su totalidad. Originalmente se
creyd que generaba un efecto de depdsito, resultando en la persistencia del antigeno
en el sitio de inyeccion; aunque, estudios mas recientes que involucran antigenos
marcados con isotopos radioactivos muestran que el Alum no induce la formacién de
depdsitos en el sitio de aplicacion; ademas, el liquido intersticial es capaz de disolver

las sales de aluminio in vivo e in vitro después de su administracion intramuscular. El
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hidroxifosfato exhibe una disolucion y una absorcién mas rapida que los cristales de
hidroxido de aluminio (FRANCO, y otros, 2004).

1.3.1.3. Conjugacion de materiales portadores para péptido o proteina

Los nuevos bioldgicos conjugados estimulan un tipo preciso de células inmunitarias
para crear una memoria duradera del agente patdégeno: la inmunidad generada por
esas células puede entonces ser incrementada por dosis bioldgicas ulteriores o por la
exposicion al propio agente patdégeno. Una vez mas, a diferencia de los bioldgicos
mas antiguos, se ha demostrado que los bioldgicos conjugados incluso reducen el
nimero de portadores sanos del agente patégeno en una comunidad, con lo que
producen la denominada “inmunidad de rebafio” o colectiva que protege del agente

patogeno incluso a las personas no inmunizadas (PANEQUE, 2013).

1.3.1.4. Conjugacion del péptido GnRH a toxoides

La composicion farmacéutica caracterizada porque la molécula de GnRH puede estar
en forma natural o variantes modificadas de esta, y la molécula portadora de la GhnRH
puede ser el toxoide tetanico entre otras (BARRANCO, 2010).

Fragmentos de ADN que codifican mdultiples repeticiones de la auto-péptido se
generaron por una nueva técnica, denominada reaccién en cadena de la polimerasa
plantilla-repetida (TR-PCR), que podria ser subclonado en un vector de expresion
para la produccion de repeticiones de péptidos como un inmunégeno. (CHIA, y otros,
2000)

De acuerdo con la presente invencidon se proporciona una proteina quimérica que
comprende un polipéptido de leucotoxina fusionado con el primero y segundo
multimeros, en donde el C-terminal del primer multimero se fusiona al N-terminal del
polipéptido de leucotoxina y el N-terminal del segundo multimero se fusiona al C-
terminal del polipéptido de leucotoxina. La presente invencion se dirige a una

proteina quimérica que comprende un polipéptido de leucotoxina fusionado a uno o
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mas multimeros en donde cada multimero comprende més de un polipéptido GnRH
seleccionado. La porcion de leucotoxina de la quimera actla para incrementar la
inmunogenicidad de los polipéptidos GnRH. Mas particularmente, los multimeros
usados aqui pueden corresponder a mas de una copia de un polipéptido GnRH
seleccionado o epitope, o maltiples repeticiones en tandems de un polipéptido GnRH
seleccionado o epitope. Ademas, multimeros GnRH se pueden localizar en los
extremos carboxilo y/o amino terminal del polipéptido de la leucotoxina, a sitios
internos al polipéptido de la leucotoxina, o alguna combinacién de tales sitios. Se
proporciona una proteina quimérica que comprende un polipéptido de leucotoxina
fusionado a dos multimeros de la GnRH (POTTER, y otros, 2006).

1.3.2. Inmunizacién contra la GnRH

Los nuevos bioldgicos conjugados estimulan un tipo preciso de células inmunitarias
para crear una memoria duradera del agente patégeno: la inmunidad generada por
esas celulas puede entonces ser incrementada por dosis bioldgicas ulteriores o por la

exposicion al propio agente patégeno. (OMS, 2010)

Los anticuerpos que surgen en respuesta a la inmunizacion con GnRH sintética,
neutralizan a la GnRH enddgena, ya que este biologico bloquea el eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadas, lo que resulta en infertilidad tanto en hembras como en machos,
por lo que puede ser usada como una alternativa para la castracion y el control de la
fertilidad (LOPEZ, 2009).

El bioldgico estimula la produccién de anticuerpos anti-GnRH que se unen a la
GnRH endbgena y previenen las moléculas de union a los receptores en las
gonadotropos pituitarios. Como consecuencia de la liberacion de las hormonas
gonadotropinas LH y FSH se reduce lo que se traduce en la baja regulacién de la
espermatogénesis y el fracaso del desarrollo folicular y la ovulacion. Esto conduce a
la regresion gonadal y la supresion del comportamiento sexual en animales tratados,
vuelven a un estado prepuberal. (BENAVIDES, y otros, 2012)
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1.3.3. Efectos de la aplicacion de GnRH en el desarrollo testicular

La inmunizacion activa contra la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) altera
el eje hipotalamo-hipoéfisis-génadas, lo cual inhibe la funcion de las células de Leydig
y dilatoria / suprimir el desarrollo sexual de los testiculos y la sintesis de
esteroides. La inmunizacion contra la GnRH reduce las concentraciones de hormonas
testosterona testicular, el tamafio testicular y peso, asi como el diametro de los
tubulos seminiferos de testiculos, el nimero de espermatozoides y el comportamiento
agresivo en los jovenes y adultos. (BILSKIS, y otros, 2012)

llustracion 6. Corte histologico de tubulos seminiferos

FUENTE: ADAGIO, L.M.; Rio, F.J., Hierro, J.A, Lattanzi, L.D., Garcia, M.G., Torres, P., Menguelle, P., Meder,
A., Vaquero, P., Wheeler, J.T., Corrada, Y., Gobello, C., 2013, Revista Ciencias Veterinarias

Corte histoldgico de tubulos seminiferos (375 pg/kg; H&E 400x). Se observa disminucion de los
elementos celulares del epitelio seminal: espermatocitos primarios (Ep), espermétides (Et),
espermatozoides (E) y células de Leydig (L). (ADAGIO, y otros, 2013)

Los estudios histoldgicos y inmunohistoquimico realizados en testiculos y epididimos
mostraron claros signos de atrofia en los animales inmunizados. Microscopicamente,
el didmetro medio de los tdbulos seminiferos se redujo notablemente.
Espermatogonias, asi como unos espermatocitos eran visibles entre las células de
Sertoli y las células de Leydig eran atréficas. Ninguno o muy pocos espermatozoides
se detectaron en el epididimo. Las glandulas bulbouretrales de cerdos
inmunocastrados eran mas pequefios que en los cerdos de control y mostraron

evidencia histoldgica de la atrofia. (HILBE, y otros, 2006)
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CAPITULO II

En el presente capitulo se detalla la metodologia y materiales que se utilizo para
realizar la investigacion, ademas se describe las caracteristicas y ubicacién del lugar

de realizacion del experimento.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Caracteristicas del lugar
2.1.1. Situacion politica
e Provincia: Tungurahua
e Canton: Ambato
e Parroquia: Picaihua
e Calle: Av. Pitagoras y Carlos Marx
2.1.2. Situacion geograéfica
e Latitud: S 1°15°30.35”
e Longitud: W 78° 38°20.96”
e Altitud: 2707 m.s.n.m.

e Temperatura: 14-22 °C

FUENTE: Corporacion Nacional de Telecomunicaciones-ep, Ministerio del Ambiente, Tungurahua, 2012
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2.1.3. Datos meteoroldgicos

Temperatura promedio: 14.9 °C
Pluviosidad: 542,8 mm (anuales)
Horas luz/ dia: 12 horas

Viento: 4,8 m/s sur — este
Nubosidad anual: 6/8

FUENTE: Lépez Luis, Tesis de Ingenieria Ambiental, 2011

2.2. Materiales

2.2.1. Materiales de oficina

Libreta.
Esferogréaficos.
Resma de hojas.
Anillados.
Papel bond.
Copias.
Impresiones.

Empastados.

2.2.2. Recursos tecnologicos

Calculadora.
Céamara fotografica.
Internet.

Computadora.
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2.2.3. Materiales de laboratorio

Guantes®.

Cofia®.

Mascarilla®.

Jeringuillas®.

Bisturi®.

Recipientes de muestra®.

Tubos vacutainer® Tapa Roja.

Examenes de Hormona Foliculo Estimulante.
Examenes de Hormona Luteinizante.
Exadmenes de Testosterona.

Analisis histopatoldgicos de los testiculos.

2.2.4. Material biologico

Muestras de sangre.
Muestras de tejido testicular.
Biologico anti-GnRH.
Desparasitantes.
Desinfectantes.

Formol.

2.3. Tipo de investigacién

2.3.1. Investigacion experimental

Es aquella que se efectla sobre un tema u objeto desconocido o poco estudiado, por

lo que sus resultados constituyen una vision aproximada de dicho objeto, es decir, un

nivel superficial de conocimiento. (JAUSET, 2000)
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El presente estudio es netamente experimental, ya que se influyd sobre las variables
dependientes a través de la variable independiente. Por lo tanto, se comprob6 que los
analogos sintéticos de las GnRH conjugada con la proteina y toxina del clostridium
provocaron inmunosupresion de las hormonas sexuales, ademas de causar

disminucion en las estructuras del testiculo en los lagomorfos.

2.4. Métodos

2.4.1. Método

2.4.1.1 Método Inductivo

El Método inductivo va de lo particular a lo general. Empleamos el método inductivo
cuando de la observacion de los hechos particulares obtenemos proposiciones
generales, 0 sea, es aquél que establece un principio general una vez realizado el
estudio y analisis de hechos y fendmenos en particular. La induccién es un proceso
mental que consiste en inferir de algunos casos particulares observados la ley general

que los rige y que vale para todos los de la misma especie (FREYCES, 2009).

Se recolectaron los datos referentes a la investigacion (resultados de los examenes
hormonales, morfometria testicular, histologia testicular), para realizar la tabulacion y

analisis respectivo.

2.4.2. Técnicas

2.4.2.1. La observacion

La observacion que presume una conducta deliberada del observador, cuyos objetivos
van en la linea de recoger datos en base a los cuales poder formular o verificar, es un
proceso riguroso de investigacion, que permite describir situaciones y/o contrastar
hipétesis, siendo por tanto un método cientifico. Como procedimiento cientifico, la

observacién, requerira como cualquier otro procedimiento cientifico, delimitar el
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problema o situacion a observar, recoger datos, analiza esos datos e interpretar los
resultados (BENGURIA, y otros, 2010).

La observacion permitid verificar a través de los resultados obtenidos los cambios
qgue manifestaron los grupos experimentales respecto a la administracion del
bioldgico inmunosupresor en relacion a las variables planteadas y sus respectivos

indicadores.
2.4.2.2. El Fichaje

El fichaje se basa en el uso de fichas, y sirven para recoger la informacién de manera
sistematica y nos ayuda a clasificar y organizar el trabajo y de esta manera
conservarlo (VEGA, 2012).

La tecnica del fichaje, permitié recoger la informacién de manera metodica los
resultados de la morfometria testicular y de la dindmica hormonal (FSH, LH,
testosterona), asi, como los resultados del analisis histopatoldgico (Tubulos

seminiferos y espermatogonias).

2.5. Disefio experimental

2.5.1. Diseflo completamente al azar

El disefio empleado fue el de completamente al azar parte de los conceptos
de regresion lineal. Asi, el anélisis de la varianza nos permite determinar si diferentes
tratamientos muestran diferencias significativas o por el contrario puede suponerse
que sus medias poblacionales no difieren. El analisis de la varianza ademas nos
permite superar las limitaciones de hacer contrastes bilaterales por parejas (SPIEGEL,
2014).
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Cuadro 4. ESQUEMA DEL ADEVA

FUENTE GRADOS DE LIBERTAD

TOTAL 11
TRATAMIENTOS 3

ERROR 8

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

2.5.2. Tratamientos

En la presente investigacién se utilizaron 4 tratamientos distribuidos de la siguiente

manera.

El primer tratamiento (T1), con tres animales; fue el grupo testigo al cual no se le

inoculd el bioldgico de anti-GnRH

El segundo tratamiento (T2), con tres animales; se aplico 100 ug/ml del bioldgico
anti-GnRH.

El tercer tratamiento (T3), con tres animales; se administré 300 ug/ml del biol6gico
anti-GnRH.

El cuarto tratamiento (T4), con tres animales; se utiliz6 500 ug/ml del bioldgico anti-
GnRH.

2.5.3. Unidad Experimental

En el experimento se emplearon 12 conejos machos, de la raza neozelandés., en edad

de 3 meses.
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2.6. Manejo del ensayo
2.6.1. Elaboracion del biologico anti-GnRH

La composicion quimica del bioldgico anti-GnRH, cada 2 ml contiene una
proteina anédlogo del Factor de Liberacion de la Gonadotropina (PMSG) en
570ug, que se conjugo a la bacteria clostridium septicum en 4x103ppm vy al
toxoide del clostridium chauvoei en 16x107ppm. Ademas se le adhirié un
coadyuvante el hidroxido de aluminio con la concentracion de 15 mg, en
excipientes posee formaldehido no mas del 2% y agua para la preparaciones
inyectables. Para la elaboracion del bioldgico anti-GnRH se tuvo la
colaboracion del laboratorio de Diagndstico Veterinario “ANIMALAB”.

El bioldgico anti-GnRH se preservd entre 3 y 7 °C en refrigeracion, para

evitar posibles alteraciones.

2.6.2. Manejo de instalaciones

Previ0 a la adquisicion de los animales se realizé la compra y el arreglo de las
jaulas para el numero correspondiente de unidades experimentales.

El control sanitario de las instalaciones se realizd con un amonio-cuaternario
(Guimon Clear), 7 dias previé al ingreso de las unidades experimentales y
durante el desarrollo de la investigacion se efectud la limpieza y desinfeccién

de las jaulas cada 7 dias.

2.6.3. Manejo de los animales

La adquisicion de las unidades experimentales se realizd en el canton
Cevallos, de la provincia de Tungurahua, los animales fueron adquiridos con
3 meses de edad, de raza Neozelandés, machos sin castrar.

Una vez adquiridos los animales fueron instalados en la parroquia Picaihua,

del canton Ambato, de la provincia de Tungurahua.
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Los individuos en estudio fueron ubicados al azar segun los tratamientos
establecidos. Ademas se les administrd vitaminas y dextrosa por via oral para

disminuir el factor estrés causado por el transporte.

Su alimentacion se basé en alfalfa y balanceado durante el tiempo del ensayo.
A cada conejo se le proporcion6 un arete con un namero distintivo.

»  Tratamiento 1: Testigo

= T1-2
= T1-3
= T1-4
»  Tratamiento 2: Biologico anti-GnRH con 100 ug/ml
= T2-7
= T2-8
= T2-9
»  Tratamiento 3: Biologico anti-GnRH con 300 ug/mi
= T3-11
= T3-12
= T3-14
»  Tratamiento 4: Biologico anti-GnRH con 500 ug/ml
= T4-17
= T4-18
= T4-19

Se establecié un periodo de cuarentena de 15 dias, para evitar futuras
enfermedades.

Las unidades experimentales fueron desparasitadas al octavo dia de llegada.

2.6.4. Aplicacion del biolégico anti-GnRH

La inoculacion del bioldgico anti-GnRH se aplico en los tratamientos T2, T3

y T4, segun las dosis establecidas para cada grupo, por via subcutanea, cada
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15 dias, en un total de cuatro aplicaciones; mientras que al tratamiento T1, que
fue el grupo testigo no se le administré ninguna dosis de biolégico.

e La presente investigacién tuvo un tiempo de duracion de dos meses.

2.6.5. Manejo de variables

2.6.5.1. Morfometria Testicular

e Se realizaron mediciones por la mafana. del ancho y largo del testiculo
empleando una cinta métrica y estos datos recolectados se los plasmo en

registros.

e Las mediciones se efectuaron cada 15 dias en las unidades experimentales de
los tratamientos T1, T2, T3y T4, este parametro permiti6 analizar la dinamica

de la disminucion o aumento respecto a la morfometria testicular.

2.6.5.2. Muestras sanguineas

Una muestra de sangre fue tomada un dia previo al ensayo para tener valores
referenciales y compararlos con los resultados obtenidos después de la aplicacion
del biolégico. El total de muestras sanguineas obtenidas fueron tres por

tratamiento.

Después de la obtencion de la muestra sanguinea referencial, al siguiente dia se

aplicd la primera dosis del bioldgico anti-GnRH.

Una vez aplicada la primera dosis de biolégico anti-GnRH, se espero el transcurso
de 15 dias para la toma de muestras sanguineas del grupo control y de los
tratamientos establecidos, posteriormente para el desarrollo de todo el ensayo se
tomo6 muestras sanguineas un dia previo a aplicacion del biologico anti-GnRH,

con un total de 5 tomas de muestras.
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La recoleccion de muestras sanguineas a cada unidad experimental se las realizo
con todas las normas de higiene y asepsia posible. La extraccion de la muestra
sanguinea fue mediante puncion cardiaca, utilizando jeringas de 3 ml con agujas
hipodérmicas de 23G x 1”. Se extrajo la cantidad de 1 ml. de sangre de cada
animal para la realizacion de los analisis hormonales (Hormona Luteinizante,

Hormona Foliculo Estimulante y Testosterona).

Las muestras sanguineas fueron envasadas en tubos vacutainer tapa roja, estas

muestras son identificadas en base a los datos segun los tratamientos establecidos.

Posteriormente las muestras sanguineas fueron empaquetadas de tal manera que
puedan resistir las condiciones de temperatura y presion, a las que posiblemente
son sometidas durante el transporte. Se evitd la exposicion de las muestras al aire

y a la luz directa con el fin de proteger a los componentes sensibles a la luz.

Las muestras fueron analizadas en el “laboratorio Clinico San Francisco” que se
encuentra ubicado en la ciudad de Ambato (Mariano Egies y Sucre, Edificio
Elite, 5to piso). Los parametros a ser evaluados fueron: FSH, LH y testosterona

en sangre, permitiendo valorar la disminucion de los niveles hormonales.

2.6.5.3. Histologia testicular

Al final de la dltima aplicacion del bioldgico anti-GnRH, se tomo a las unidades
experimentales por tratamiento; incluido el grupo testigo, para la extraccion de los
testiculos que se realizd6 mediante la técnica de castracion pre-escrotal con una

sola incision.

Posteriormente las muestras testiculares fueron colocadas en recipientes con

alcohol a 70° para no causar ninguna alteracion.

La identificacion se realizo de acuerdo a la ficha de la unidad experimental.
Las muestras fueron empaquetadas en cooler con hielo para preservar la muestra
y posteriormente ser transportadas a “AGROCALIDAD.”
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Las muestras testiculares transportadas a “AGROCALIDAD,” se realizd los
histopatologicos, que permitio determinar la accion del biologico anti-GNRH en
las estructuras del testiculo.

Los pardmetros que se evaluaron en “AGROCALIDAD” son el diametro mayor y
menor de los tdbulos seminiferos, porcentaje de espermatogonias Yy

espermatozoides.
2.6.5.3.1. Porcentaje de Espermatogonias y Espermatozoides.

Para el porcentaje de espermatogonias y espermatozoides se tomaron 10 tabulos
seminiferos al azar por unidad experimental para cada tratamiento con el lente
40x que permitié observar las estructuras a nivel histolégico. Se sumaron los
resultados del numero de espermatogonias de los 10 tdbulos, se establece el total
de espermatogonias mas alto y se representa el 100%, posteriormente se realiza
una regla de tres simple y se obtiene el porcentaje. EI mismo procedimiento se

utiliz6 para obtener el porcentaje de espermatozoides.

2.6.5.3.1.1. Porcentaje de espermatogonias.

e NuUmero de tratamiento:
e Identificacion de la Unidad Experimental:

e NuUmero de espermatogonias por tubulo:

Tubulo 1 + Tdbulo 2 + Tdbulo 3 + Tubulo 4 + Tubulo 5 + Tudbulo 6 + Tubulo 7 +
Tubulo 8 + Tdbulo 9 + Tubulo 10 = TOTAL

e Porcentaje de espermatogonias:

# del total espermatogonias ~ * 100%
# del total de espermatogonias mas alto
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2.6.5.3.1.2. Porcentaje de espermatozoides.

e NUmero de tratamiento:
o Identificacion de la Unidad Experimental:

e NuUmero de espermatozoides por tubulo:

Tubulo 1 + Tdbulo 2 + Tubulo 3 + Tudbulo 4 + Tdbulo 5 + Tubulo 6 + Tdbulo 7 +
Tubulo 8 + Tubulo 9 +Tubulo 10 = TOTAL

e Porcentaje de espermatozoides:

# del total de espermatozoides  * 100%
# del total de espermatozoides més alto

2.6.5.3.2. Identificacion de espermatogonias y espermatozoides
a nivel histoldgico

e Se realizo la identificacion de los diferentes estadios de la espermatogénesis
en las imagenes de los histopatologicos, en la clinica veterinaria “DINO SUR”
con el programa MOTIC IMAGEN PLUS 2.0 en los distintos tratamientos.

e Para la diferenciacion de las diferentes estructuras se baso en la histologia de
ULRICH Welst; 2013 en el cual establece:

» [Espermatogonio: Poseen un citoplasma claro u oscuro, se
localizan en el compartimento basal del epitelio y establecen
contacto con la lamina basal del epitelio (el resto de las células
espermatogénicas estan en el compartimento adluminal y no
contactan con la lamina basal). Son las verdaderas células madres
del epitelio germinativo y se dividen por mitosis.

» Los espermatocitos: se sitlan por encima de las espermatogonias

y nada mas formarse emigran hacia el compartimento apical.
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Estan envueltos por prolongaciones citoplasmaticas de las células
de Sertoli. Son las células de mayor tamafio y las mas numerosas
del epitelio tubular. Tienen un gran nucleo vesiculoso.
Espermatide: El nucleo todavia es claro, se condensa cada vez
mas cuando y migra hacia la periferia, se localizan cerca de la luz
del tabulo seminifero.

Espermatozoides: Son las células ya maduras, se liberan a la luz
del tubulo seminifero, estan constituidos por tres zonas: cabeza,

cuello y cola que pueden ser visibles al microscopio.
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CAPITULO III

3. ANALISIS Y DISCUSION DE DATOS.

En el presente capitulo se analizaron los resultados obtenidos en la investigacion,
determinando los niveles de concentracion hormonal pre, durante y post
experimentacion con relacion a FSH, LH vy testosterona; asi, como la morfometria e

histologia testicular.

3.1 Niveles de concentracion de las hormonas

3.1.1 Niveles de Concentraciones Hormonales Pre-

Experimentacion

Tabla 1. Concentracion Hormonal (LH, FSH, Testosterona) ng/mi

Observacign | HORMONA LH ng/mi | HORMONA FSH ng/ml TEST?E/THEIRONA
TL (T2 | T3 | Ta|TL | T2 | T38| T4 | TL|T2 | T3 | T4

. 012 (0,72 0,45 | 0,13 | 0,23 | 021 | 0,32 | 0,28 | 0,67 | 0,59 | 0,81 | 0,69

) 051|015 011|058 | 011 | 025|045 | 032 | 024 | 043 | 0,11 | 0,19

2 024 | 012|042 | 0,39 | 035 | 0,10 | 0,25 | 0,10 | 054 | 0,92 | 0,42 | 0,48
PROMEDIO | 0,29 | 0,33 032036 0,23 0,19 024 0,23 [ 0,48 [ 064 | 044|045

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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La tabla N° 1, se determinaron los resultados de la hormona LH, FSH y testosterona
pre- experimentacion, en las que se observa que existen diferencias numeéricas entre
promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de concentracion
de LH, FSH y testosterona. Asi, los niveles de LH en el T4 (0,36ng/ml) y en el T1
(0,29ng/ml) respectivamente, que concuerda con BRUTON vy otros, 2012 que
manifiestan que la LH acttan sobre las células testiculares de Leydig para estimular
la sintesis de andrégenos. En relacion a los valores de FSH este presenta en el T3
(0,24ng/ml) y el T2 (0,19ng/ml) respectivamente. Y respecto a la testosterona los
valores son del T2 (0,64ng/ml) y del T3 (0,44ng/ml) respectivamente. Que coincide
con HILL; 2006 que esta hormona es necesaria para la mitosis y la meiosis en la

espermatogénesis.

Tabla 2. ADEVA para LH ng/ml

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 2,9E-03 0,05 0,9846
Error 0,48 8 0,06
Total 0,49 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 2, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacion a la hormona LH ng/ml, ya que el p-
valor (0,9846) es mayor que el nivel de significancia (0,05); considerando estos
valores como normales, ya que los niveles de concentracion hormonal se encuentran

de acuerdo a la edad y estado reproductivo de los grupos experimentales.

3.1.1.1. Hormona FSH

Tabla 3. ADEVA para FSH ng/ml

F.v SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 1,8E-03 0,17 0,9138
Error 0,08 8 0,01
Total 0,09 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Como se observa en la tabla N° 3, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacién a la hormona FSH ng/ml, ya que el p-
valor (0.9138) es mayor que el nivel de significancia (0,05); considerando estos
valores como normales, ya que los niveles de concentracion hormonal se encuentran

de acuerdo a la edad y estado reproductivo de los grupos experimentales.

3.1.1.2. Hormona Testosterona

Tabla 4. ADEVA para Testosterona ng/ml

F.v SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,08 3 0,03 0,36 0,7851
Error 0,59 8 0,07
Total 0,67 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 4 el p-valor (0,7851) es mayor que el nivel de significancia (0,05), indica
qgue no existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos con relacion a

la hormona testosterona ng/ml.

3.1.2 Niveles de Concentracion Hormonal Post— Experimentacion

(Primera dosis)

Tabla 5. Concentracion Hormonal (LH, FSH, Testosterona) ng/ml

| HORMONA LH ng/ml HORMONA FSH TESTOSTERONA
Observacion ng/ml ng/ml
TL | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 T3 T4
1 0,07 |{ 0,70 | 0,04 | 0,06 | 0,05 |0,09|0,01|0,03|294|1,36| 955 |1,79
2 0,09 | 0,20 | 0,02 | 0,05 | 0,08 | 0,02 | 0,02 | 0,05 | 0,89 | 1,87 | 11,48 | 4,09
3 0,050,127 |0,01|0,010,02|0,01|0,00|0,03|225]3,02]| 7,78 | 0,89
PROMEDIO | 0,07 | 0,36 | 0,02 | 0,04 | 0,05 | 0,04 | 0,01 | 0,04 | 2,03 | 2,08 | 9,6 |2,26

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 5 se determino los resultados de la hormona LH, FSH y testosterona

post- experimentacion, en las que se observa que existen diferencias numéricas entre
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promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de concentracion
de LH, FSH vy testosterona. Asi, los niveles de LH en el T2 fueron de (0,36ng/ml) y
en el T3 de (0,02ng/ml) respectivamente. En relacion a los valores de FSH, este
presenta en el T1 (0,05ng/ml) y en el T3 (0,01ng/ml) respectivamente. Mientras que
en la testosterona se determina que los rangos de los valores en el T1 (2,03ng/ml), T2
(2,08ng/ml), T4 (2,26ng/ml) son homogéneos entre si; sin embargo el T3 con
(2,26ng/ml) presento un nivel de concentracion elevado, estos valores (desniveles en
la concentracion hormonal) se podrian relacionan con el comportamiento sexual de
los animales (caracteristicas de los efectos secundarios), ya que como consecuencia
de la testosterona este generaria efecto dominante, sumision y supresion hormonal en
el resto de los animales; ademas se considera que posterior a la primera dosis de
bioldgico anti-GnRH, esta no produciria ningun efecto, ya que el sistema inmunitario
tardaria aproximadamente entre 15, 21 y 30 dias en generar inmunidad, estaria
codificandose (reconocimiento del agente patdgeno y de la PMSG produciendo un
estado de memoria - linfocitos), que coincide con lo reportado por (BRUTON vy
otros, 2012) y (HILL y colaboradores, 2006).

3.1.2.1. Hormona LH (Primera dosis)

Tabla 6. ADEVA para LH ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,22 3 0,07 3,30 0,0786
Error 0,18 8 0,02
Total 0,40 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 6 se equipara que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona LH ng/ml, ya que el p-valor (0,0786) es
mayor que el nivel de significancia (0,05). Por lo tanto, todos los tratamientos son

iguales, y el efecto del bioldgico no es evidente.
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3.1.2.2. Hormona FSH (Primera dosis)

Tabla 7. ADEVA para FSH ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor

Tratamiento 2,2E-03 3 7,25E-04 0,97 0,4515
Error 0,01 8
Total 0,01 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 7 se determina que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos con relacion a la hormona FSH ng/ml, ya que el p-valor
(0,4515) es mayor que el nivel de significancia (0.05). Por lo tanto todos los

tratamientos son iguales, y el efecto del bioldgico no es evidente.

3.1.2.3. Hormona Testosterona (Primera dosis)

Tabla 8. ADEVA para Testosterona ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 126,01 3 42 21,11 0,0004 **
Error 15,92 8 1,99
Total 141,93 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 8 se observa que existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona testosterona ng/ml, ya que el p-valor (0,0004)

es menor que el nivel de significancia (0,05).

Tabla 9. Prueba Duncan al 5% para Testosterona ng/ml

Tratamiento Promedio Rango
1 0,03 A
2 2,08 A
4 2,26 A
3 9,60 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016



En el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%, se observa que algunos de
los pares de las medias estan generando diferencias minimas significativas o al
menos uno de los tratamientos estd creando diferencias, en este caso existen dos
rangos de diferencia que estan determinadas particularmente entre los grupos T1A,
T2A 'y T4A respecto al grupo T3B o viceversa. Por lo tanto, se considera que en el
caso de los inmuno-esterilizados T3 aumenta significativamente la concentracion de
testosterona sérica respecto al T1 grupo testigo o control y T2 y T4. Asi, se concuerda
con STERSS y ADAMS; 2006 quienes ejecutaron una investigacion en la que
estudiaron la disminucion de la estructura testicular mediante la aplicacion de la
GnRH en conejos, emplearon 350 microgramos de un conjugado de proteina GnRH,
concluyendo que el bioldgico anti-GnRH suprime con vigor la secrecion de
testosterona y reduce el tamafio del testiculo, que se compara con los resultados de

nuestro estudio.
3.1.3. Niveles de Concentracion Hormonal Post— Experimentacion

(Segunda dosis)

Tabla 10. Concentracion Hormonal (LH, FSH, Testosterona) ng/ml

HORMONA LH ng/ml | HORMONA FSH ng/ml TEST?S/TmEIRONA
Observacion ™0™ "> T 13 [ 14 | 71 | T2 | T3 | T4 | T1 | T2 | T3 | T4
1 039 | 028 | 0,12 | 0,22 | 0,01 | 0,80 | 0,06 | 0,73 | 0,70 | 0,63 | 8,84 | 1,00
2 0,09 | 0,07 | 0,01 | 0,43 | 0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,98 | 031 | 0,27 | 0,26 1,82
3 017 | 032 | 001 | 052 | 0,02 | 0,87 | 0,02 | 1,24 | 1,24 | 593 | 0,65 | 4,21
PROMEDIO | 0,22 | 0,22 | 0,05 | 0,39 | 0,02 | 056 | 0,03 | 0,98 | 0,75 | 2,28 | 3,25 | 2,34

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 10, se determind los resultados de la hormona LH, FSH vy testosterona
post- experimentacion (segunda dosis), en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles
de concentracion de LH, FSH y testosterona. Asi, los niveles de LH en el T4 fueron
de (0.39ng/ml) y en el T3 (0.05ng/ml) respectivamente. En relacién a los valores de

FSH, este presenta en el T4 (0.98ng/ml) y en el T1 (0,02ng/ml) respectivamente.
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Mientras que en la testosterona se determina que los rangos de los valores en el T4
(2.34ng/ml), T2 (2.28ng/ml) son homogéneos entre si; sin embargo el T3 (3.25
ng/ml) presento un nivel de concentracion mas elevado, y el T1 (0.75ng/ml) el nivel
mas bajo (desniveles en la concentracion hormonal). Por lo tanto, se observa que a
partir de la segunda aplicacion el efecto del biolégico genera efecto, determinada por

los niveles de testosterona que disminuyen de manera progresiva.

3.1.3.1. Hormona LH (Segunda dosis)

Tabla 11. ADEVA para LH ng/ml

F.vV SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,18 3 0,06 3,37 0,0750
Error 0,14 8 0,02
Total 0,32 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se analiza en la tabla N° 11 esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacién a la hormona LH ng/ml, ya que el p-
valor (0,0750) es mayor que el nivel de significancia (0.05). Por lo tanto todos los

tratamientos son iguales, y el efecto del bioldgico no es evidente.

3.1.3.2. Hormona FSH (Segunda dosis)

Tabla 12. ADEVA para FSH ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 1,95 3 0,65 8,69 0,0067**
Error 0,60 8 0,07
Total 2,55 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 12 se identifica que existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona FSH ng/ml, ya que el p-valor (0,0067) es

menor que el nivel de significancia (0,05).
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Tabla 13. Prueba Duncan al 5% para FSH ng/ml

Tratamiento Promedio Rango
1 0,02 A
2 0,03 A
4 0,56 B
3 0,98 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al analizar la tabla N°13 con relacion a la segunda dosis de bioldgico anti-GnRH se
observa que los niveles de FSH han disminuido de manera drastica ya que segln

Alvares; 2001 manifiesta que el estrés por sujecion interfiere con la secrecion de LH

y FSH luego de inyecciones de GnRH, ademas este factor influye en la disminucion

del libido en machos.

3.1.3.3. Hormona Testosterona (Segunda dosis)

Tabla 14. ADEVA para Testosterona ng/ml

F.Vv SC al CM F p-valor
Tratamiento 9,67 3 3,22 0,35 0,7884
Error 73,03 8 9,13
Total 82,70 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Se determina que en la tabla N° 14 que el p-valor (0,7884) es mayor que el nivel de

significancia (0,05), por lo tanto no existe diferencia significativa entre los

tratamientos con relacion a la hormona testosterona ng/ml en la segunda dosis de

aplicacion.
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3.1.4. Niveles de Concentracién Hormonal Post— Experimentacion

(Tercera dosis)

Tabla 15. Concentracion Hormonal (LH, FSH, Testosterona) ng/ml

HORMONA LH ng/mi|  HORMONAFSH TESTOSTERONA

ob » ng/mi ng/ml
sevatlon M T [ m [ m e[ |||
1 036 0,25 010|003 013001004 |001]039]910]025]242
2 0,11 ]0,16 | 0,14 [ 0,08 | 0,08 | 0,02 | 0,09 | 0,02 | 8,29 | 4,78 ] 0,01 | 0,53
3 0,10 | 0,28 | 0,08 | 0,07 | 0,05 | 0,42 | 0,05 | 0,39 | 0,68 | 4,47 | 0,11 | 0,09
PROMEDIO | 0,19 | 0,23 | 0,11 | 0,06 | 0,09 | 0,15 | 0,06 | 0,14 | 3,12 | 6,12 | 0,12 | 1,01

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 15 se determind los resultados de la hormona LH, FSH y testosterona
post- experimentacion (tercera dosis), en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles
de concentracion de LH, FSH vy testosterona. Asi, los niveles de LH en el T2 fueron
de (0,23ng/ml) y en el T4 (0,06ng/ml) respectivamente. En relacion a los valores de
FSH, este presenta en el T3 (0,06ng/ml) y en el T2 (0,15ng/ml) respectivamente.
Mientras que en la testosterona se determina que los rangos de los valores en el T1
(3,12ng/ml), T2 (6,12ng/ml) son elevados; sin embargo el T4 (1,01ng/ml) presento
un nivel de concentracion intermedio, y el T3 (0.12ng/ml) el nivel mas bajo
(desniveles en la concentracién hormonal). Por lo tanto, se observa que el bioldgico
influye en las concentraciones de las hormonas, determinando disminucion

progresiva o mantencién de los niveles bajos.
3.1.4.1. Hormona LH (Tercera dosis)

Tabla 16. ADEVA para LH ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,05 3 0,02 6,63 0,1216
Error 0,05 8 0,01
Total 0,11 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Se observa en la tabla N° 16 que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona LH ng/ml con relacién a la tercera dosis de
aplicacion, ya que los resultados del ADEVA muestran que el p-valor (0,1216) es

mayor que el nivel de significancia (0,05).

3.1.4.2. Hormona FSH (Tercera dosis)

Tabla 17. ADEVA para FSH ng/ml

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,02 3 0,01 0,21 0,8845
Error 0,21 8 0,03
Total 0,22 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al analizar la tabla N° 17 que el p-valor (0,8845) es mayor que el nivel de
significancia (0,05), por lo tanto no existe diferencia significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona FSH ng/ml, por lo tanto todos los tratamientos

son iguales.

3.1.4.3. Hormona Testosterona (Tercera dosis)

Tabla 18. ADEVA para Testosterona ng/ml

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 63,87 3 21,29 3,01 0,0947
Error 56,63 8 7,08
Total 120,49 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 18 se determina los resultados del ADEVA en el que manifiesta que el p-
valor (0,0947) es mayor que el nivel de significancia (0,05) se establece que no existe
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos con relacion a la hormona

testosterona ng/ml en la tercera aplicacion.
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3.1.5. Niveles de Concentracién Hormonal Post— Experimentacion

(Cuarta dosis)

Tabla 19. Concentracion Hormonal (LH, FSH, Testosterona) ng/ml

» HORMONA LH ng/ml | HORMONA FSH ng/ml TESTOSTERONA
Observacion ng/ml
T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
1 0,00 0,01 {0,08|0,00 (000 0,02 | 000 (0,01]|1335|351|0,04]1,79
2 0,01|0,03(0,01]|0,03|0,00| 0,07 | 0,01 |0,02| 0,20 |0,03|0,01]0,43
3 0,02 | 0,09 0,02 |0,00|0,03]| 0,06 | 0,04 |0,00]|121,89|2,92]0,00]0,00
PROMEDIO | 0,01 |0,03|0,03|0,001({001| 0,05 | 0,01 |0,07| 8,48 |2,15|0,02 0,74

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 19, se determiné los resultados de la hormona LH, FSH y testosterona
post- experimentacién (cuarta dosis), en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles
de concentracion de LH, FSH y testosterona. Asi, los niveles de LHenel T2y T3
fueron de (0,03ng/ml), en el T1y T4 (0,01ng/ml) respectivamente. En relacion a los
valores de FSH, este presenta en el T1 y T3 (0,01ng/ml) y en el T4 (0,07ng/ml)
respectivamente. Mientras que en la testosterona se determina que los rangos de los
valores en el T1 (8,48ng/ml), T2 (2,15ng/ml) son elevados; sin embargo el T3
(0,02ng/ml) y el T4 (0,74ng/ml) presentaron los niveles méas bajos (desniveles en la
concentracion hormonal). Por lo tanto, se observa que el bioldgico influencia en las
concentraciones de las hormonas, determinando disminucién progresiva o
mantencién de los niveles bajos. Por lo tanto, las diferentes dosis aplicadas de 500
ug/ml, 300ug/ml y 100 ug/ml generaren mayor efecto respecto a la disminucién de

los niveles de LH, FSH y testosterona sérica en relacién al grupo control.

Al analizar la primer dosis de aplicacion con relacion a la cuarta dosis de bioldgico
anti-GnRH se observa que los niveles de LH y FSH han disminuido de manera
dréstica ya que segin Alvares; 2001 manifiesta que el estrés por sujecion interfiere
con la secrecion de LH y FSH luego de inyecciones de GnRH, ademas este factor

influye en la disminucion del libido en machos.
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3.1.5.1. Hormona LH (Cuarta dosis)

Tabla 20. ADEVA para LH ng/ml

F.Vv SC al CM F p-valor
Tratamiento 2,8E-03 3 9,2E-04 1,03 0,4279
Error 0,01 8 8,2E-04
Total 0,01 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 20 se observa que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la hormona LH ng/ml, ya que el p-valor (0,4279) es

mayor que el nivel de significancia (0,05).
3.1.5.2. Hormona FSH (Cuarta dosis)

Tabla 21. ADEVA para FSH ng/ml

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 3,3E-03 3 1,1E-03 2,87 0,1037
Error 3,3E-03 8 3,8E-04
Total 0,01 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 21, esta nos indica que no existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacion a la hormona FSH ng/ml, ya que el p-
valor (0,3187) es mayor que el nivel de significancia (0.05). Por lo tanto todos los

tratamientos son iguales, y el efecto del bioldgico no es evidente.

3.1.5.3. Hormona Testosterona (Cuarta dosis)

Tabla 22. ADEVA para Testosterona ng/ml

F.vV

SC o] CM F p-valor
Tratamiento 133,99 3 44,66 3,17 0,0851
Error 112,59 8 14,07
Total 246,57 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Como se observa en la tabla N° 22, esta nos indica que no existe diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos con relacién a la hormona Testosterona
ng/ml, ya que el p-valor (0,0851) es mayor que el nivel de significancia (0.05). Por lo

tanto todos los tratamientos son iguales, y el efecto del biol6gico no es evidente.

3.2. Morfometria testicular

3.2.1. Mediciones de los testiculos Pre-Experimentacion

Tabla 23. Mediciones testiculares cm.

Largo (longitud) Largo (longitud) | Ancho (diametro) | Ancho (diametro)

del testiculo del testiculo del testiculo del testiculo

Observacion derecho cm. izquierdo cm. derecho cm. izquierdo cm.
T1|T2|T3| T4 | T1 | T2 | T3 | T4 |T1| T2 |T3|T4|T1|T2| T3 | T4
1 15/15(47|15|15| 2 |17|15|04|04|05|05|04|04]|05]|05
2 1515|1515 |15|15|15/15|05|/04|04|05(05(04|04 )05
3 15(11|1 /1415|111 14|04|04|04(04/04|04|04 |04
PROMEDIO (15|15|14|103|15(15(14|15|04|0404|04,04|04|04|04

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 23, se observa que las diferencias numéricas de promedios en
relacion a la morfologia testicular (longitud y diametro del testiculo izquierdo y
derecho) son minimas para la longitud y no existentes para el diametro. Estas
diferencias son independientes en cada grupo, ya que depende del factor individual de
desarrollo testicular. Sin embargo las diferencias minimas estdn acorde a la edad y
raza de los lagomorfos.

3.2.1.1. Largo del testiculo derecho cm.

Tabla 24. ADEVA para el largo del testiculo derecho

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,03 3 0,01 0,24 0,8674
Error 0,37 8 0,05
Total 0,41 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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La tabla N° 24 se observa que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacién al largo del testiculo derecho, ya que el p-valor (0,8674) es

mayor que el nivel de significancia (0,05).

3.2.1.2. Largo del testiculo Izquierdo cm.

Tabla 25. ADEVA para largo del testiculo izquierdo

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,18 3 0,06 0,53 0,6722
Error 0,90 8 0,11
Total 1,08 11

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al establecer la tabla N° 25 se determina que

no existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos con relacion al largo del testiculo izquierdo, ya

que el p-valor (0,6722) es mayor que el nivel de significancia (0,05).

3.2.1.3. Ancho del testiculo derecho.

Tabla 26. ADEVA para el ancho del testiculo derecho.

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 2,2 0,89 0,4872
Error 0,02 8 2,5
Total 0,03 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 26 se concluye que no existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos con relacion al ancho del testiculo derecho pre-experimentacion

ya que el p-valor (0,4872) es mayor que el nivel de significancia (0,05).

3.2.1.4. Ancho del testiculo izquierdo.

Tabla 27. ADEVA para ancho del testiculo izquierdo

F.Vv SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 3,3 0,67 0,5957
Error 0,04 8 0,01
Total 0,05 11

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Al observar la tabla N° 27 no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacién a la medicion del ancho del testiculo izquierdo pre -
experimentacion, ya que el p-valor (0,5957) es mayor que el nivel de significancia
(0,05).

3.2.2. Medicion de los testiculos Post-Experimentacion (Primera
medicion)

Tabla 28. Mediciones testiculares cm.

Largo (longitud) Largo (longitud) | Ancho (didmetro) | Ancho (didmetro)
del testiculo del testiculo del testiculo del testiculo
Observacion derecho cm. izquierdo cm. derecho cm. izquierdo cm.

TL | T2 | T3 |T4|T1|T2|T3|T4|T1 |T2|T3|T4|T1| T2 |T3| T4
1 2 2 |22 2|2]|25|22|2|05|06|08|0,7|05|0608]|0,7
2 2 2 2122|2152 05|/06|05/06|05|06]05]|0,6
3 2 |15|15|15| 2 |15|15|15|0,7|05|06(05(0,7|05|06|05
PROMEDIO | 2 |18|19|18|2 | 2 |1,7(18|05|06|06|06|06|0,7|0,6]|0,6

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 28 se identifica que existe diferencia minima numeérica en el largo del
testiculo izquierdo y derecho ya que en relacion a la primera medicion los testiculos
crecen de manera paulatina entre los tratamientos al igual que el ancho del testiculo.

3.2.1.1. Largo del testiculo derecho (primera medicién)

Tabla 29. ADEVA para el largo del testiculo derecho

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,06 3 0,02 0,25 0,8586
Error 0,59 8 0,07
Total 0,65 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 29 se establece que el p-valor (0,8586) es mayor el
nivel de significancia (0,05) por ende no existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos con relacion al largo del testiculo derecho post-

experimentacion en la primera medicién.
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3.2.1.2. Largo del testiculo izquierdo (primera medicion)

Tabla 30. ADEVA para largo del testiculo izquierdo

F.v SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,16 3 0,05 0,42 0,7448
Error 0,99 8 0,12
Total 1,15 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 30, se establece que el p-valor (0,7448) es mayor al
nivel de significancia (0.05) por lo tanto no existe diferencia significativa entre los
tratamientos con relacion al largo del testiculo izquierdo post-experimentacion en la

primera medicion.
3.2.1.3. Ancho del testiculo derecho (primera medicion)

Tabla 31. ADEVA para el ancho del testiculo derecho.

F.V SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 3,1 0,24 0,8630
Error 0,10 8 0,01
Total 0,11 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 31 se identifica que no existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos con relacion a la medicién del ancho del testiculo derecho post-
experimentacion en la primera medicion, ya que el p-valor (0,8630) es mayor que el
nivel de significancia (0,05).

3.2.1.4. Ancho del testiculo izquierdo (primera medicion)

Tabla 32. ADEVA para ancho del testiculo izquierdo

F.v SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,02 3 0,01 0,29 0,8317
Error 0,15 8 0,02
Total 0,17 11

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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La tabla N° 32 con relacion al ADEVA se determina que el p-valor (0,8317) es mayor

al nivel de significancia (0,05), por ende no existe diferencia estadistica significativa

entre los tratamientos con relacion a la medicion del ancho del testiculo izquierdo

post-experimentacion en la primera medicion.

3.2.3. Medicion del testiculo Post-Experimentacion (Segunda

medicidn)

Tabla 33. Mediciones testiculares cm.

Largo (longitud) Largo (longitud) | Ancho (diametro) | Ancho (diametro)
del testiculo del testiculo del testiculo del testiculo
Observacion derecho cm. izquierdo cm. derecho cm. izquierdo cm.
T1|T2|T3| T4 |T1|T2|T3|T4|T1|T2|T3|T4|T1|T2|T3|T4
1 25(35(28(25(25(33|29(27/06| 1 |1|09|06]| 1 1109
2 312525 3 |3 |25(26(3 |1 |1]|08|1 1 1 (08| 1
3 312 (26| 3 |33(22|25(25|1(07|1]09| 1 (07| 1 |09
PROMEDIO |28 (26(26|28(29|26|26(27(08/09(09|09|08|09| 1 |09

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 33 se identifica que existe diferencia minima numeérica en el largo del

testiculo izquierdo y derecho ya que en relacion a la segunda medicion los testiculos

crecen al igual que el ancho del testiculo.

3.2.3.1. Largo del testiculo derecho (Segunda medicion)

Tabla 34. ADEVA para el largo del testiculo derecho

F.V SC o] CM F p-valor
Tratamiento 0.12 3 0,04 0,21 0,8886
Error 1,59 8 0,20
Total 1,71 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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La tabla N° 34 se identifica que el p-valor (0,8886) es mayor que el nivel de
significancia (0,05), es decir que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la medicion del largo del testiculo derecho post-

experimentacion en la segunda medicion.

3.2.3.2. Largo del testiculo Izquierdo (Segunda medicién)

Tabla 35. ADEVA para largo del testiculo izquierdo

F.Vv SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,14 3 0,05 0,32 0,8095
Error 0,19 8 0,15
Total 1,33 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 35 se observa que no existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacién a la medicion del largo del testiculo izquierdo post-

experimentacion en la segunda medicion.

3.2.3.3. Ancho del testiculo derecho (Segunda medicién)

Tabla 36. ADEVA para el ancho del testiculo derecho.

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,01 3 3,1 0,12 0,9444
Error 0,20 8 0,03
Total 0,21 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se observa en la tabla N° 36 se establece que el p-valor (0,9444) es mayor que
el nivel de significancia (0,05), por lo tanto no existe diferencia significativa entre los
tratamientos con relacion a la medicién del ancho del testiculo derecho post-

experimentacion en la segunda medicion.
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3.2.3.4. Ancho del testiculo izquierdo (Segunda medicion)

Tabla 37. ADEVA para ancho del testiculo izquierdo

F.v SC al CM F p-valor
Tratamiento 0,03 3 0,01 0,67 0,5957
Error 0,13 8 0,02
Total 0,17 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 37 se analiza los resultados del ADEVA que p-valor (0,5957) es

mayor que el nivel de significancia (0,05), por lo tanto no existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos con relacion al ancho del testiculo izquierdo post-

experimentacion de la segunda medicion, por ende todos los tratamientos son iguales.

3.2.4. Medicion de los testiculos cm. Post-Experimentacion (Tercera

medici

on)

Tabla 38. Mediciones testiculares cm.

Largo (longitud) Largo (longitud) Ancho (diametro) Ancho (diametro)

del testiculo derecho del testiculo del testiculo del testiculo

cm. izquierdo cm. derecho cm. izquierdo cm.
Observacion | T1|T2 |T3 |T4 |T1|T2 |T3 |T4 |T1 |T2 |T3 |T4|T1l |T2 |T3 | T4
1 3,6 25115 |36 25115 1 (111]09]|1 1 11109 |1
2 35| 4 3 [ 17|35 4 3 1,7 1 1 1 1 1 1 1 1
3 4 135 3 |15|4 (35| 3 1511111 1 1111]11 1 1
PROMEDIO |3,7/3,83(2,83|1,57/3,7|3,83|2,83|157(1,03/1,07/0,97| 1]1,03|1,07|097| 1

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 38, se observa que existen diferencias numéricas de promedios

en relacion a la morfologia testicular (longitud y didmetro del testiculo izquierdo y

derecho). Estas diferencias son independientes en cada grupo, ya que depende del

factor individual de desarrollo testicular. Sin embargo las diferencias minimas estan

acorde a la edad y raza de los lagomorfos, y su tamafio es mayor en relacion a los

grupos del pre- experimento y primera aplicacion
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3.2.4.1. Largo del testiculo derecho (Tercera medicion)

Tabla 39. ADEVA para largo del testiculo derecho

F.V SC o] CM F p-valor
Tratamiento 9,80 3 3,27 52,25 0,0001**
Error 0,50 8 0,06
Total 10,30 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 39, se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,0001)
entre los tratamientos con relacion a la medicién del largo del testiculo derecho post-
experimentacion en la tercera medicion. Por lo tanto se rechaza la hipotesis nula y se
determina que existen diferencias entre los grupos del experimento. Se considera que
la aplicacion del bioldgico influye en la concentracion sérica de FSH, LH vy

testosterona, determinando disminucion de la longitud del testiculo derecho.

Tabla 40. Prueba Duncan al 5% para largo del testiculo derecho

Tratamiento Promedio Rango
4 1,57 A
3 2,83 B
1 3,70 C
2 3,87 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 40, en el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%,
se observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta creando diferencias,
en este caso existen tres rangos de diferencia que estan determinadas particularmente
entre los grupos T1C, T2C respecto al T3B y T4A o viceversa. Por lo tanto, se
considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir o
detienen su crecimiento significativamente. Asi, se concuerda con YU; 2002 quienes

investigaron la administraron intraperitoneal de hormona liberadora de
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gonadotropina-PE40, determinando induccion a la castracion en las ratas macho,
generando alteracion estructural y funcional en el sistema reproductivo, que es muy
similar a los efectos generados en el T3 y T4 respecto a la inmunosupresion del

desarrollo gonadal.

3.2.4.2. Largo del testiculo izquierdo (Tercera medicion)

Tabla 41. ADEVA para largo del testiculo izquierdo

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 9,80 3 3,27 52,25 0,0001**
Error 0,50 8 0,06
Total 10,30 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 41 se observa que existe diferencia significativa p-valor
(0,0001) entre los tratamientos con relacion a la medicién del largo del testiculo
derecho post-experimentacion en la tercera medicion. Por lo tanto se rechaza la
hipdtesis nula y se determina que existen diferencias entre los grupos del
experimento. Se considera que la aplicacion del bioldgico influye en la concentracion
sérica de FSH, LH vy testosterona, determinando disminucion de la longitud del

testiculo derecho.

Tabla 42. Prueba Duncan al 5% para largo del testiculo izquierdo

Tratamiento Promedio Rango
4 1,57 A
3 2,83 B
1 3,70 C
2 3,87 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la prueba de Duncan con significancia al 5%, en la tabla N°42 se fija que
existe diferencia minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta
creando diferencias, en este caso existen tres rangos de diferencia que estan
determinadas particularmente entre los grupos T1C, T2C respecto al T3By T4A o
viceversa. Por lo tanto, se considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3

y T4 empiezan a reducir o detienen su crecimiento significativamente. Asi, se
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concuerda con AHMAD J; 2011 en una investigacion sobre los efectos de Kamdhenu
Arca y la inmunizacion activa de hormona liberadora de gonadotropina conjugado
(GnRH-BSA) en la que establece que el bioldgico contra bloques de GnRH del eje
hipotdlamo-hipdfisis-gonadal produce castracion inmunoldgica en animales de
granja, animales de compafiia y especies silvestres, los resultados de las aplicaciones
del bioldgico demuestran disminucién del tamarfio del testiculo en relacion al grupo
control, al conjugarla con la presente investigacion presenta semejanza de
disminucion del tamafio del testiculo con relacion al T4 y se recomienda que la dosis

de 500 ug/ml produce un efecto supresor de las ganadas.

3.2.4.3. Ancho del testiculo derecho (Tercera medicion)

Tabla 43. ADEVA para el ancho del testiculo derecho.

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,02 3 0,01 2,22 0,1631
Error 0,02 8 2
Total 0,04 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al plasmar la tabla N° 43 se observa que no existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos con relacion al ancho del testiculo derecho post-
experimentacion de la tercera medicion, por lo tanto todos los tratamientos son

iguales.

3.2.4.4. Ancho del testiculo izquierdo (Tercera medicion)

Tabla 44. ADEVA para ancho del testiculo izquierdo

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 0,02 3 0,01 2,22 0,1631
Error 0,02 8 2
Total 0,04 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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La tabla N° 44 se observa que el p-valor (0,1631) es mayor que el nivel de

significancia (0,05), es decir que no existe diferencia estadistica significativa entre los

tratamientos con relacion al ancho del testiculo izquierdo post-experimentacion de la

tercera medicioén.

3.2.5. Medicion de los testiculos cm. Post-Experimentacion (Cuarta
medicion)
Tabla 45. Mediciones testiculares cm.

Largo (longitud) Largo (longitud) Ancho (diametro) Ancho (diametro)
del testiculo del testiculo del testiculo del testiculo
derecho cm. izquierdo cm. derecho cm. izquierdo cm.

Observacion |T1 |T2 |T3|T4 |[T1 |T2 |T3 |T4|T1 |T2 |[T3|T4|T1l |T2 |T3 |T4
1 4 2 1 4 2 111212 |05(05|12 |12 (05|05
2 2 1 5 2 1112 1 (05(05] 12 1 (05]05
3 4 14| 1 09 |1 1]109|05{05| 1 [09]05]05
PROMEDIO |4,33|3,67/18| 1]|433|367|163] 1/1,13|1,03|05/05]1,13][1,03| 05| 05

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 45, se observa que existen diferencias numéricas de promedios

en relacién a la morfologia testicular (longitud y didametro del testiculo izquierdo y

derecho). Estas diferencias son independientes en cada grupo, ya que depende del

factor individual de desarrollo testicular. Sin embargo las diferencias minimas estan

acorde a la edad y raza de los lagomorfos en el T1 o grupo control. Sin embargo, se

observa disminucién considerable en el didmetro y longitud en los grupos T2, T3 y

T4, por lo tanto se concluye que la aplicacion de 300ug/ml a 500 ug/ml disminuye el

parenquima testicular al igual que el nimero de células de sertoli y de Leydig.

3.2.5.1. Largo del testiculo derecho (Cuarta medicion)

Tabla 46. ADEVA para el largo del testiculo derecho

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 21,91 3 7,30 37,13 0,001**
Error 1,57 8 0,20
Total 23,48 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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En la tabla N° 46, se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,001) entre
los tratamientos con relacion a la medicion del largo del testiculo derecho post-
experimentacion en la cuarta medicion. Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se
determina que existen diferencias entre los grupos del experimento. Se considera que
la aplicacion del biologico influye en la concentracion sérica de FSH, LH vy

testosterona, determinando disminucidn de la longitud del testiculo derecho.

Tabla 47. Prueba Duncan al 5% para largo del testiculo derecho

Tratamiento Promedio Rango
4 1,00 A
3 1,80 A
2 3,67 B
1 4,33 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 47, en el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%,
se observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta creando diferencias, en
este caso existen dos rangos de diferencia que estan determinadas particularmente
entre los grupos T1B, T2B respecto al T3A y T4A o viceversa. Por lo tanto, se
considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir o
detienen su crecimiento significativamente, posiblemente la dosis tenga un efecto
directamente proporcional a la magnitud de sus resultados. Se coincide con lo
reportado por MEDRANO H; 2007 en el que describe el efecto sobre las gonadas de
terneros utilizando anti GnRH de tal manera se concluye que en la presente
investigacion el T4 con una dosis de 300 ug/ml a 500 ug/ml produce un efecto
supresor de las hormonas sexuales que se reflejan en la disminucion del desarrollo de

las estructuras testiculares.
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3.2.5.2. Largo del testiculo izquierdo (Cuarta medicion)

Tabla 48. ADEVA para largo del testiculo izquierdo

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 22,87 3 7,62 28,50 0,0001**
Error 2,14 8 0,27
Total 25,01 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al establecer la tabla N° 48 se identifica en el ADEVA que p-valor (0,0001) es
menor que el nivel de significancia (0,05), por ende existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacion a la medicion del largo del testiculo

izquierdo post-experimentacion en la cuarta medicion.

Tabla 49. Prueba Duncan al 5% para largo del testiculo izquierdo

Tratamiento Promedio Rango
4 1,00 A
3 1,63 A
2 3,67 B
1 4,33 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Como se identifica en la tabla N° 49 al realizar la prueba de Duncan con
significancia al 5% se determina que existe diferencia entre tratamientos que se
categoriza de la siguiente manera T1, T2 son iguales pero difieren del T3, T4. Sin
embargo el que menor promedio tiene es el T4 con la dosis de 500 ug/ml. Se coincide
con lo reportado con GHONEIM IM; 2010 en un estudio de inmunizacién contra la
GnRH en camellos machos demostraron la viabilidad del estudio con la aplicacion de
2 mg de GnRH.
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3.2.5.3. Ancho del testiculo derecho (Cuarta medicion)

Tabla 50. ADEVA para el ancho del testiculo derecho.

F.v SC al CM F p-valor
Tratamiento 1,04 3 0,353 7,67 0,0001**
Error 1,07 8 0,01
Total 1,11 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 50 se identifica que el p-valor (0,0001) es menor que el nivel
de significancia (0,05), es decir que existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la medicion del ancho del testiculo derecho post-

experimentacion en la cuarta medicion.

Tabla 51. Prueba Duncan al 5% para ancho del testiculo derecho

Tratamiento Promedio Rango
4 0,50 A
3 0,50 A
2 1,03 B
1 1,13 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
Respecto a la tabla N° 51, en el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%,
se observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta creando diferencias, en
este caso existen dos rangos de diferencia que estan determinadas particularmente
entre los grupos T1B, T2B respecto al T3A y T4A o viceversa. Por lo tanto, se
considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir o
detienen su crecimiento significativamente, posiblemente la dosis tenga un efecto

directamente proporcional a la magnitud de sus resultados. Se coincide con lo
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reportado por (MEDRANO H; y colaboradores. 2007) en el que describen el efecto

sobre las génadas de terneros utilizando anti GnRH.

3.2.5.4. Ancho del testiculo izquierdo (Cuarta medicién)

Tabla 52. ADEVA para ancho del testiculo izquierdo

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 1,04 3 0,35 37,67 0,0001**
Error 0,07 8 0,01
Total 111 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 52 se observa que existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con relacion a la medicion del ancho del testiculo izquierdo post-

experimentacion en la cuarta medicion.

Tabla 53. Prueba Duncan al 5% para ancho del testiculo izquierdo

Tratamiento Promedio Rango
4 0,50 A
3 0,50 A
2 1,03 B
1 1,13 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
Respecto a la tabla N° 53, en el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%,
se observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta creando diferencias,
en este caso existen dos rangos de diferencia que estan determinadas particularmente
entre los grupos T1B, T2B respecto al T3A y T4A o viceversa. Por lo tanto, se

considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir o
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detienen su crecimiento significativamente, posiblemente la dosis tenga un efecto

directamente proporcional a la magnitud de sus resultados.

3.3. Pesos del testiculo gr. Post-castracion quirurgica
Tabla 54. Pesos del testiculo derecho gr.

Derecho gr. Izquierdo gr.
Observacion T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
1 4 3 2,01 | 0,994 4 3 2,01 | 0,994
2 301235210 | 0976 | 301|235 | 21 | 0,976
3 398 | 229 | 2,17 | 0,958 | 3,98 | 2,29 | 2,17 | 0,958
PROMEDIO 366| 255| 2,09 0,89| 366| 255| 2,09 0,89

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
En la tabla N° 54 se observa que existen diferencias numéricas de promedios en
relacion a los pesos de los testiculos derecho e izquierdo respectivamente. Estas
diferencias son independientes en cada grupo, ya que depende del factor individual
de desarrollo testicular. Asi, las diferencias minimas estan acorde a la edad y raza de
los lagomorfos en el T1 o grupo testigo. Sin embargo, los grupos que corresponden a
los tratamientos T2, T3 y T4 muestran pesos muy inferiores comparados con el grupo
control, posiblemente por el efecto inmunosupresor generado por el sistema
inmunitario anti-GnRH. Ademas, se determina que existen diferencias entre los
tratamientos T2, T3 y T4 considerando que los resultados son directamente

proporcionales a la dosis del biol6gico empleado.

3.3.1. Testiculo Derecho

Tabla 55. ADEVA para pesos de los testiculos derechos.

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 11,14 3 3,71 30,82 0,0001**
Error 0,96 8 0,12
Total 12,10 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Al realizar la tabla N° 55 se puede constatar que en el ADEVA el p-valor (0,0001) es
menor que el nivel de significancia (0,05), para lo cual existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos con relacion a los pesos de los testiculos derecho

post-castracion quirdrgica.

Tabla 56. Prueba Duncan al 5% para peso del testiculo derecho

Tratamiento Promedio Rango
4 0,98 A
3 2,09 B
2 2,55 B
1 3,66 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 56 se realiza la prueba de Duncan con significancia al 5% en el que se
determina que existe diferencia entre tratamientos, es decir en este caso existen tres
rangos de diferencia que estan determinadas particularmente entre los grupos T2B,
T3B y T4A respecto al T1C o viceversa. Por lo tanto, se considera que en el caso de
los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir significativamente el
crecimiento, por lo tanto la dosis de 500ug/ml es recomendable para producir un

efecto supresor de gbnadas.

3.3.2. Testiculo Izquierdo

Tabla 57. ADEVA para pesos del testiculo izquierdo.

F.vV SC gl CM F p-valor
Tratamiento 11,14 3 3,71 30,82 0,0001**
Error 0,96 8 0,12
Total 12,10 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 57, se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,0001) entre
los tratamientos con relacion a los pesos de los testiculos izquierdos post-
experimentacion en la cuarta medicion. Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se

determina que existen diferencias entre los grupos del experimento. Se considera que
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la aplicacion del biolégico influye en la concentracion sérica de FSH, LH y

testosterona, determinando disminucion de los pesos de los testiculos izquierdos.

Tabla 58. Prueba Duncan al 5% para paso del testiculo izquierdo.

Tratamiento Promedio Rango
4 0,98 A
3 2,09 B
2 2,55 B
1 3,66 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la prueba de Duncan con significancia al 5% en la tabla N°58 se
determina que existe diferencia entre tratamientos que se categoriza de la siguiente
manera tres rangos de diferencia que estan determinadas particularmente entre los
grupos T2B, T3B y T4A respecto al T1C o viceversa. Por lo tanto, se considera que
en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 empiezan a reducir
significativamente el crecimiento, por lo tanto sus pesos, posiblemente la dosis tenga
un efecto directamente proporcional a la magnitud de sus resultados. Se coincide con
lo reportado por (MEDRANO H; y colaboradores. 2007) en el que describen el efecto

sobre las génadas de terneros utilizando anti GnRH.

3.4. Medicion del diametro de los tubulos seminiferos

Tabla 59. Medicién del diametro mayor y menor de los tubulos seminiferos

(um).
Didmetro menor um. Didmetro mayor um.
Observacion T1 T2 T3 T4 Tl T2 T3 T4
1 124,03 | 170,41 | 84,16 | 82,30 | 187,97 | 230,48 | 113,02 | 108,24
2 112,91 | 171,40 | 77,00 | 65,81 | 207,67 | 229,67 | 106,43 | 89,34
3 154,50 | 142,60 | 82,18 | 70,04 | 244,22 | 213,30 | 108,06 | 96,96
PROMEDIO | 130,48 | 161,47 | 81,11 | 72,72 | 213,29 | 224,48 | 109,17 | 98,18

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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En la tabla N° 59 se observa que existen diferencias numéricas de promedios en
relacion al diametro mayor y menor de los tubulos seminiferos. Asi, se determina que
el diametro mayor y menor son mayores del grupo control T1 respecto a los grupos
del tratamiento T2, T3 y T4. Por lo tanto, se considera que el efecto del bioldgico
anti-GnRH genera disminucion en la concentracion de los niveles séricos de LH, FSH
y testosterona han determinado una disminucién progresiva en el didametro de los
tubulos seminiferos, Asi, se establece que la dosis es directamente proporcional al

efecto generado sobre el tejido testicular.

3.4.1. Diametro mayor de los tubulos seminiferos (um).

Tabla 60. ADEVA para el diametro mayor de los tubulos seminiferos.

F.vV sC gl CM F p-valor
Tratamiento 40189,25 3 13396,42 53,01 0,0001**
Error 2021,68 8 252,71
Total 42210,93 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
La tabla N° 60 se observa que existe diferencia significativa entre los tratamientos
con relacion al diametro mayor de los tubulos seminiferos, ya que el p-valor (0,0001)

es menor que el nivel de significancia (0,05).

Tabla 61. Prueba de Duncan con significancia al 5% para el diametro mayor de
los tabulos seminiferos

Tratamiento Promedio Rango
4 98,18 A
3 109,17 A
1 213,29 B
2 224,48 B

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 61 en la prueba de Duncan con significancia al 5% se establece

que existe diferencia entre tratamientos que se categoriza en dos rangos que se
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diferencia particularmente entre los grupos T1B, T2B y T3A, T4A o viceversa. Por lo
tanto, se considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 han reducido
significativamente el desarrollo de los tdbulos seminiferos, posiblemente la dosis

tenga un efecto directamente proporcional a la magnitud de sus resultados.

3.4.2. Diametro menor de los tubulos seminiferos (um).

Tabla 62. ADEVA para el didmetro menor de los tdbulos seminiferos.

F.V sC gl CM F p-valor
Tratamiento 15854,18 3 5284,73 25,84 0,0002**
Error 1635,92 8 204,49
Total 17490,10 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 62 se identifica que existe diferencia significativa entre los tratamientos
con relacion a al diametro menor de los tdbulos seminiferos, ya que el p-valor
(0,0002) es menor que el nivel de significancia (0,05).

Tabla 63. Prueba de Duncan con significancia al 5% para el diametro menor de
los tabulos seminiferos

Tratamiento Promedio Rango
4 72,72 A
3 81,11 A
1 130,48 B
2 161,47 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al realizar la tabla N° 63 se observa que algunos de los pares de las medias estan
generando diferencias minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta
creando diferencias, en este caso existen dos rangos de diferencia que estan
determinadas particularmente entre los grupos T3A, T4A, T2C respecto al T1B, o
viceversa. Por lo tanto, se considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3
y T4 han reducido significativamente el desarrollo de los tdbulos seminiferos,
posiblemente la dosis tenga un efecto directamente proporcional a la magnitud de sus

resultados.
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3.5. Porcentaje de espermatogonias y espermatozoides a nivel de

tubulos seminiferos

Tabla 64. Porcentaje de espermatogonias y espermatozoides

ESPERMATOGONIAS ESPERMATOZOIDE

Observacion | T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
1 48 53,65 52,7 4555 | 40,78 | 77,19 0 0
2 81 100 55,24 | 37,84 | 51,97 | 52,85 0 0
3 56,3 50,59 50,99 | 58,56 100 13,37 0 0
PROMEDIO 61,67 68,08 52,98 | 47,32 64,25 47.80 0 0

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

En la tabla N° 64 se observa que existe diferencia numérica de promedios en relacion
al porcentaje de espermatogonias y espermatozoides. Asi, se determina que el T2
(68,08%) presenta el mayor promedio de porcentaje de espermatogonias, seguido por
T1 (61,67%), T3 (52,98%) vy el T4 (47,32%) con el menor promedio. En relacion al
porcentaje de espermatozoides se identifica que existe diferencia entre promedios,
siendo el T1 (64,25%) el que presenta el mayor promedio de porcentaje de
espermatozoides, seguido por T2 (47,80%), el T3 (52,98). Sin embargo, el T3 (0,0%)
y T4 (0,0%) presentan ausencia total; por lo tanto se considera que la aplicacién de
las diferentes dosis 300ug/ml y 500 ug/ml bloquean la espermatogénesis en diferentes
grados, desde disminucion hasta ausencia completa de espermatozoides, generando

en los animales un estado prepuberal.

3.5.1. Porcentaje de espermatogonias.

Tabla 65. ADEVA para espermatogonias.

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 762,89 3 254,30 0,87 0,4976
Error 2350,83 8 293,85
Total 3113,72 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

La tabla N° 65 se determina que el p-valor (0,4976) es mayor que al nivel de

significancia (0,05), es decir que no existe diferencia estadistica significativa entre los

72



tratamientos con relacion a los porcentajes de espermatogonias que se encuentran en

los tabulos seminiferos a nivel histolégico.

3.5.2. Porcentaje de espermatozoides a nivel de tubulos seminiferos

Tabla 66. ADEVA para el porcentaje de espermatozoides.

F.V SC gl CM F p-valor
Tratamiento 9788,06 3 3262,69 6,44 0,0158**
Error 4054,66 8 506,83
Total 13842,72 11

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Al establecer la tabla N° 66 se identifica que existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos con relacion a los porcentajes de espermatozoides que se
encuentran en los tabulos seminiferos a nivel histolégico, ya que el p-valor (0,0158)
es menor al valor tabulado (0,05).

Tabla 67. Prueba de Duncan con significancia al 5% para los espermatozoides.

Tratamiento Promedio Rango
3 0,00 A
4 0,00 A
2 47,80 B
1 64,25 C

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Respecto a la tabla N° 67, en el test de Duncan con un nivel de significancia del 5%,
se observa que algunos de los pares de las medias estan generando diferencias
minimas significativas o al menos uno de los tratamientos esta creando diferencias,
en este caso existen tres rangos de diferencia que estan determinadas particularmente
entre los grupos T2B T3A, T4A, respecto al T1C, o viceversa. Por lo tanto, se
considera que en el caso de los inmuno-esterilizados el T3 y T4 han reducido
significativamente el porcentaje de espermatozoides de los tubulos seminifero,
estableciendo que la dosis tiene efecto directamente proporcional a la magnitud de
sus resultados. Se coincide con lo reportado por BILSKIS R. Y Colaboradores; 2012
en el que reportan sobre los efectos de la inmunizacion activa contra GnRH en la

concentracion de testosterona, el libido y nimero de espermatozoides a nivel
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histolégico en verracos maduros, los resultados determinan que los niveles de
testosterona son menores a 1ng/ml, el libido a disminuido y a nivel histolégico no
existe presencia de espermatozoides, al comparar con la presente investigacion, esta
muestra ausencia total de espermatozoides en el T3 y T4, en la que se establece el
rango de dosis funcional (300ug/ml a 500ug/ml) para generar efecto de

inmunocastracion en lagomorfos.
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DISCUSION

Tras los resultados obtenidos en el presente estudio, en relacién a los valores
hormonales de LH, FSH, testosterona, morfometria testicular y la valoracion
histologica realizada en colaboracion con los Laboratorios de Diagnostico de
AGROCALIDAD, Laboratorio Clinico “SAN FRANCISCO”, Clinica Veterinaria
“DINO SUR” vy el laboratorio de Diagndstico Veterinario “ANIMALAB?”,
presentamos a continuacion el analisis de los inmunoesterilizados y grupo control o

testigo respectivamente.

En relacion a la aplicacion del bioldgico anti-GnRH, se determind que su efecto en
los lagomorfos esté establecida estrictamente por la dosis, asi refleja, que su accién es
a nivel del eje hipotdlamo- hipéfisis —gonadal, y que a partir de la tercera y cuarta
dosis, el sistema inmunitario haya establecido una respuesta inmunitaria alta, por lo
tanto los niveles hormonales de concentracion sérica de LH, FSH, testosterona
empiezan a disminuir. Estos desniveles hormonales se ven reflejados en la
disminucion de los rangos longitudinales y de diametro de las gonadas. Asi, el mayor
efecto se presentd en el grupo de los tratamientos T3 y T4, y con menor efecto en el
T1. Por lo tanto, el biologico estaria retrasando el inicio del crecimiento gonadal, la
pubertad y madurez sexual. Apoyando a la hipétesis de que existe una ventana de
progreso durante el desarrollo testicular, de tal manera que la perturbacion de la
unidad endocrina a las génadas durante este periodo resultan en un deterioro a largo
plazo de la funcion gonadal y del desarrollo de las estructuras testiculares,

coincidiendo con lo que reporta (AHMAD J; Y Colaboradores, 2011).
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No obstante el conejo doméstico ha perdido su estacionalidad y se reproduce durante
todo el afio; sin embargo, se encontraron diferencias en los tubulos seminiferos
respecto a sus medidas. El diametro mayor y menor tubular disminuyo
considerablemente, estableciendo diferencias entre los grupos de los tratamientos
respecto al grupo control. La Unica capa de células mioides observadas en la pared de
los tabulos seminiferos, coincide con lo descrito por Setchell et al. (1994), quien
ademas describe varias capas de estas células para el hombre, el carnero y el gato; por

el contrario, Heyn (1987), describe para este Gltimo una sola capa.

Se analizaron las muestras de los testiculos, identificables por su estructura
macroscopica conservada, donde puede evidenciarse el inicio de la pubertad de los
animales del grupo control por la presencia de células intersticiales. Sin embargo, en
los grupos de los tratamientos estas celulas se muestran atrofiadas y carentes de las
tipicas gotas citoplasmaticas neutras, indicativas de la presencia de depdsitos
lipidicos, mientras que su citoplasma se muestran ligeramente palidas. En el
parénquima testicular de los conejos correspondientes a los inmuno-esterilizados T3 y
T4, se encontraron principalmente tdbulos seminiferos sin lumen, con pocas
espermatidas elongadas y sin espermatozoides. Los tabulos seminiferos evidencian
atrofia del epitelio germinal, virtualmente inexistente. Persisten las células de Sertoli,
identificables por sus nucleos basales caracteristicos. La muestra incluye segmentos
de epididimo, en las que se evidencia ausencia de espermatozoides en la luz tubular y
atrofia del aparato ciliar Segun Beilli, 2002 sefiala que la FSH induce a la célula de
Sertoli a producir proteina ligadora de andrdgeno que son de gran importancia para el
desarrollo de la espermatogénesis y maduracion de los espermatozoides, el nimero de
espermatogonias depende del numero de células de Sertoli. Al no existir la
produccion de esta hormona produce muerte de las células germinales y por lo tanto
la produccion de espermatozoides es muy escaso. Los conejos del T2 presentaron
tubulos seminiferos con escaso lumen y linaje espermatogoénico disminuido; y los del
grupo control T1, en cambio presentaron tabulos seminiferos con lumen, con el linaje

espermatogénico completo y abundantes espermatozoides. Ademas, cada tubulo del
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T1 se encontraba limitado por una membrana basal delgada, y una monocapa de
células mioides, el mediastino testicular, presento tejido conectivo denso con fibras
elasticas, en donde se apreciaron los tibulos que conforman la rete testis, revestida
por un epitelio cubico simple. Asi, el intersticio testicular esta compuesto de tejido
conectivo laxo con escasos fibroblastos. También se observaron vasos sanguineos y
células intersticiales. Segin ALDANA vy otros en el 2011, indica que la
gonadotropina es la responsable de instruir a la glandula pituitaria a iniciar la sintesis
de la hormona LH y FSH, y que cuando se bloquee la sintesis de estas hormonas el
crecimiento testicular se interrumpe, asi como el desarrollo de los tabulos

seminiferos.

Con relacion a los pesos de los testiculos derecho e izquierdo estos demuestran una
reduccion significativa en el T4 respecto al T3, T2 y T1, considerando como principal
factor la dosis de bioldgico y la correlacion con supresion de hormonas LH, FSH y
testosterona; asi, con concordancia a los autores como DICKSON que en el afio 2005
menciona que el tamafo de los tubulos seminiferos esta de acuerdo al tamafio de los

testiculos, y el inicio de la pubertad y madurez sexual.

Es importante sefialar que en las observaciones macroscopicas se evidencio atrofia y
endurecimiento testicular, asi como la pérdida de elasticidad escrotal. Las
caracteristicas morfométricas testiculares se redujeron tras la aplicacion del

tratamiento de inmuno-esterilizacién comparado con el grupo control.

Finalmente, podriamos concluir que existe una funcionalidad similar respecto a los
receptores proteicos de GnRH, FSH y LH en las especies — Lagomorfos, comparada
con la porcina para la que fue creada un bioldgico de tipo comercial y que se reportan

efectos similares a la utilizada en nuestra investigacion.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion la aplicacion de analogos o antagonistas de la
GnRH demostrd su efecto modulador -inmunosupresor del eje hipotalamo-
hipdfisis-gonadal al incidir sobre los niveles de concentracion de las

hormonas sexuales LH, FSH y testosterona en lagomorfos.

Respecto a los constitucion del biologico, se establecié la composicion
quimica del biologico anti-GnRH, a base de un andlogo sintético de la
hormona liberadora de Gonadotropinas (PMSG), que se conjugo a la bacterina
clostridium toxoide, con un adyuvante (hidroxido de aluminio) para energizar

los efectos en las unidades experimentales.

El biolégico generado demuestra ser eficiente en los tratamientos T3 y T4,
respecto a la morfometria testicular se evidencia que produce reduccién del
tamafio de los testiculos, hipotrofia testicular, demostrando reduccion en el
didmetro escrotal y testicular. Asi, al andlisis microscopico de los tejidos
gonadales estos presentaron diferencias en las estructuras, demostrando una
reduccion del diametro mayor y menor de los tabulos seminiferos, reduccién

de espermatogonias y ausencia de espermatozoides.
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En relacion a la dinamica de concentracion de hormonas sexuales masculinas
estas presentaron desniveles en su concentracion sérica, efecto
inmunosupresor generado por las diferentes dosis de biol6gico aplicado;
determinando que los animales del T3y T4 fueron los que mejor respondieron

al tratamiento.
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RECOMENDACIONES

Con la técnica empleada en el presente estudio (inmuno-esterilizacion), se
recomienda aplicar el biolégico anti-GnRH en lagomorfos a una dosis de
300ug/ml a 500ug/ml, con un intervalo de 15 a 21 dias para producir un efecto

inmunosupresor de hormonas sexuales.

Posibilitar la implementacion de la técnica de inmuno-esterilizacion en otras
especies animales, como los animales de compafiia para suprimir su
capacidad reproductiva, considerando que no es una técnica invasiva

generadora de estres.

Realizar estudios acerca de la viabilidad de aplicacion del biologico anti-
GnRH en hembras, validando los protocolos empleados referentes a dosis,

frecuencia y via de aplicacion.
Continuar con el seguimiento de la presente investigacion, y determinar si

existe la posibilidad de reversion de los efectos generados por la inmuno-

esterilizacion en los animales inoculados y su efecto en la fertilidad.
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ANEXOS Y GRAFICOS

Anexos 1. Placa histolégica Anexos 2. Placa histoldgica
testigos (10x) del  tratamiento 2 (10x)

b m e 5'
: FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016  Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Anexos 3. Placa histoldgica del Anexos 4. Placa histolégica del
tratamiento 3 (10x) tratamiento 4 (10x)

FUENTE: Directa ~ FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016  Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016
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Anexos 5. Placa histoldgica del Anexos 6. Placa histologica del
testigo (40x) tratamiento 2 (40X)

FUENTE: Directa FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016  Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Corte histoldgico de tubulos seminiferos. Se observa los elementos celulares del epitelio seminal:
espermatogonias (A), espermatocitos (B), espermatides (C), espermatozoides (D).

Anexos 7. Placa histoldgica del Anexos 8. Placa histoldgica del
tratamiento 3 (40X) tratamiento 4 (40X)

FUENTE: Directa FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016 ~ Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Corte histoldgico de tdbulos seminiferos. Se observa un elemento celular en el epitelio seminal:

espermatogonias (A).ausencia de espermatocitos, espermétides y espermatozoides.
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Anexos 9. Perfil Hormonal Pre-
Experimentacion

«, LABORATORIO CLINICO SAN “FRANCISCO”
: MARIAN LG v A4 natigh

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania; 2016

(Laboratorio Clinico San Francisco)
Anexos 11. Perfil Hormonal Post-
Experimentacion (Segunda Dosis)

LABORATOR €0 SAN “FRANCISCO

EXAMEN REQUERIDO: PERFIL HOI
i STOS

FUENTE: Directa

Anexos 10. Perfil Hormonal Post-
Experimentacion (Primera Dosis)

LABORATO ) SAN “FRANCISCO

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania; 2016

(Laboratorio Clinico San Francisco)
Anexos 12. Perfil Hormonal Post-
Experimentacion (Tercera Dosis)

77 LABORATORIO CLINICO SAN “FRANCISCO” Z
Xy 4 74 netigb

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania; 2016 Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania; 2016

(Laboratorio Clinico San Francisco)

(Laboratorio Clinico San Francisco)
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Anexos 13. Perfil Hormonal Post-
Experimentacion (Cuarta Dosis)

7, LABORATORIO CLINICO SAN “FRANCISCO” 7

net-gb

cds. Maria 1

EXAMEN REQUERIDO:

|

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania;

2016
(Laboratorio San Francisco)

Anexos 15. Resultados del % de
Espermatogonias y

Espermatozoides a nivel Histologico
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FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania;

(AGROCALIDAD)

Anexos 14. Resultados del Diametro
Mayor y Menor de los Tubulos
Seminiferos
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FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania,

2016
(AGROCALIDAD)

Anexos 16. Ficha técnica del
bioldgico anti-GnRH

CENTRO DE DIAGNOSTICO CLINICO VETERINARIO

“ANIMALAB CIA. LTDA.”

us
anrakt@remsi com

FICHA TECNICA
Blalgico: and- GNRH

ALAK

MVZHERNANCATDRON,

GERINTE GINERAL ANDALARCIA LA

FUENTE: Directa

Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania,

(“ANIMALB”)
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Anexos 17. Manejo de Instalaciones

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Control sanitario limpieza y desinfeccion de las jaulas, con un amonio-cuaternario

(virukill), limpieza y desinfeccion de las jaulas.

Anexos 18. Aplicacion de la bioldgico anti-GnRH

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Aplicacion del bioldgico anti-GnRH en los tratamientos 2, 3 y 4, via subcutanea.

Anexos 19. Toma de muestras sanguineas

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Transporte de muestra sanguinea
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Anexos 20. Extraccion quirurgica de los testiculos

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Extraccion de los testiculos mediante la técnica de castracidn pre-escrotal con una sola
incision.

Anexos 21. Medicion de los testiculos

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Medicion del largo y ancho del testiculo en cm.

Anexos 22. Conservacion de los testiculos

FUENTE: Directa
Elaborado por: RAMOS, Sandra; NOLASCO, Estefania, 2016

Conservacion con formol de las muestras testiculares
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