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RESUMEN

La domesticacion del cuy, conejo, y ovino ha permitido el paso de una reproduccion de tipo anual a
una de tipo no estacional. Sin embargo, aln existen parametros reproductivos a evaluar que indican el
efecto de farmacos exdgenos. El estudio del presente experimento fue evaluar la reversién tras la
inmunoesterilizacion en ovinos, cuyes y conejos, en relacion a la dinamica del sistema reproductor,
morfometria testicular y su incidencia en la histologia gonadal. Se seleccionaron 4 cuyes, 4 conejos y
4 ovinos machos en edades de pubertad respectivamente, que fueron ubicados en tres grupos
experimentales. De cada uno de los grupos se obtuvieron muestras sanguineas antes de cada
aplicacién del bilégico anti-GnRH para andlisis hormonal de LH, FSH, y testosterona; ademas de la
medicion de la morfometria testicular e histologia. Se aplicé a cada grupo una dosis de (0,5 ml cuyes,
1 ml a los conejos y 2 ml a los ovinos) del biolégico respectivamente por via subcutanea, con un
intervalo de 15 dias. Se analizé LH, FSH y Testosterona antes, durante y después de la aplicacion del
bioldgico en el grupo de los tratamientos; ademas, se recolectaron muestras de tejido gonadal para
analisis histopatoldgico. Para la interpretacion de los resultados del experimento se utilizd el analisis
estadistico t de Student para detectar la existencia de diferencias significativas entre las medias de una
determinada variable cuantitativa en dos grupos de datos. En la presente investigacion la aplicacion de
analogos o antagonistas de la GnRH demostro su efecto modulador -inmunosupresor y de reversion
del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal al incidir sobre los niveles de concentracion de las hormonas
sexuales LH, FSH y testosterona en cuyes, conejos y ovinos. Por lo tanto, la vacuna de
inmunocastracion demuestra ser eficiente respecto al efecto estimado de supresion de la funcion
testicular; sin embargo los efectos de reversion se presentaron con mayor dinamismo en cuyes y
conejos respecto a los ovinos. Ademas, en relacion a la dinamica de concentracion de hormonas
sexuales masculinas estas presentaron reversion, es decir mantuvieron o aumentaron los niveles de
concentracion de FSH, LH y testosterona posterior a los 60 dias de la aplicacion y retiro de la vacuna.
En conclusion se determina que existen diferencias por especie respecto a la reversion y esta podria

ser progresiva.

Palabras Clave: Cuyes, Conejos, Ovinos, Inmunocastracion, Reversion
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Author: Dayana Paulina Bautista Tasigchana
ABSTRAC

The domestication of the guinea pig, rabbit, sheep and has allowed a reproduction of on annual rate to
a non-seasonal type. However, there are still reproductive parameters to evaluate the effect of
exogenous drugs what indicate. The study of this experiment was to evaluate the reversion after the
Immunocastration in sheep, guinea pigs and rabbits, in relation to the dynamics of the reproductive
system, testicular morphometry and its incidence in the gonadal histology. It was selected 4 guinea
pigs, 4 rabbits and 4 male sheep in ages of puberty, respectively, that were located in three
experimental groups. Each one of the groups blood samples were obtained before each application of
the biological anti-GnRH for hormonal analysis of LH, FSH, and testosterone; in addition to the
measurement of testicular morphometry and histology. It was applied to each group a dose of 0.5 ml
(1 ml to guinea pigs, rabbits and 2 ml of sheep) biological respectively subcutaneously, with an
interval of 15 days. It was analyzed LH, FSH, and testosterone before, during and after the application
of the biological in the group of treatments; in addition, gonadal tissue samples were collected for
histopathological analysis. For the interpretation of the results of the experiment it was used the t-test
statistical analysis to detect the existence of differences among the means of a particular quantitative
variable in two groups of data. In the present investigation the application of similar or GnRH
antagonists showed their modulating effect -immunosuppressant and reversion of the hypothalamic-
pituitary-gonadal to influence the concentration levels of sex hormones LH, FSH, and testosterone in
guinea pigs, rabbits and sheep. Therefore, the vaccine of Immunocastration proves to be efficient with
respect to the estimated effect of suppression of testicular function; however the effects of the reversal
presented with greater dynamism in guinea pigs and rabbits to sheep. In addition, in relation to the
dynamics of concentration of sex hormones these presented reversal, that is maintained or increased
the concentration levels of FSH, LH and testosterone after 60 days of application and withdrawal of
the vaccine. In conclusion, it is determined that there are differences by species with respect to the

reversal and this could be progressive.

Keywords: Guinea pigs, rabbits, sheep, Immunocastration, Reversal
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2. RESUMEN DEL PROYECTO

El proyecto se baso en la aplicacion del bildgico anti-GnRH a los ovinos , cuyes y conejos en
dosis consecutivas a intervalo de 15 dias, determinando las concentraciones hormonales,
andlisis de la morfologia testicular e histologia comprobando los efectos de la
inmunoesterilizacion respecto a los efectos de reversion determinando si los tales efectos
generados son permanentes, 0 Si se cred un proceso de reversion, posibilitando su utilizacion

como un método de control de la reproduccion y de su reactivacion.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

A nivel mundial la producciéon de ovinos , cuyes y conejos esta distribuida en los paises
Europeos; la produccién en menor escala esta confinada a Sud América, sin embargo la

produccion de histocomorfos en esta es alta (Fiallos, 2009).

La busqueda del método contraceptivo no quirdrgico ideal para los animales de compafiia, asi
como de un método no cruento para animales de produccién se ha llevado a cabo durante todo
el siglo XX y continda en la actualidad. Se considera que el producto perfecto debe ser
seguro, fiable, de facil aplicacion. Pese a que se han descrito procedimientos tan variados
como inyecciones intratesticulares o intraepididimales, vacunas antiproteinas de la zona
pellcida o antirreceptores de la LH o de la GnRH, los tratamientos hormonales son los mas
frecuentemente utilizados en la clinica de pequefios animales, y en los animales de granja se
ha aplicado permanentemente la castracion quirdrgica. Por lo tanto, la Inmunoesterilizacién
consiste en la aplicacion de una vacuna contra la GnRH que puede ser utilizada tanto en
machos como en hembras, que es capaz de bloquear el eje hipotalamo-pituitaria gonadal; por
lo tanto, puede ser usada como una alternativa para la castracion y control de la fertilidad..
Hasta la fecha, se han elaborado vacunas comerciales de uso en cerdos. Asi, desde 1988, en
Australia y Nueva Zelanda se desarrollo, y se esta utilizando una vacuna contra la Hormona
Liberadora de Gonadotropinas (GnRH), de la cual se han administrado mas de 4 millones de
dosis. Esta consiste en una forma modificada de GnRH conjugada con una proteina inerte,
suspendida en un adyuvante acuoso, la cual promueve la produccion de anticuerpos anti-
GnRH. Con la inhibicion de la GnRH se inhibe también la produccién de las hormonas

Foliculo Estimulante y Luteinizante en la hipéfisis y por consiguiente, de la Testosterona y



Androsterona en el testiculo, afectando también la produccién de Escatol en el caso de los
cerdos. Para lograr el efecto, se requiere de dos aplicaciones con 4 semanas de diferencia.
(Brandan, 2002).

La Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) es una hormona secretada por el
hipotdlamo de forma pulsatil para actuar sobre la hipofisis. Induce la liberacion de las
gonadotropinas FSH y LH que actuan sobre las gonadas sexuales favoreciendo la produccién
de testosterona en el macho, estrogenos y progesterona en la hembra. Ademas en la hipofisis,
también hay receptores de GnRH, asi como en el resto del aparato genitourinario (glandulas
mamarias, ovarios, oviductos, endometrio y préstata), en los vasos sanguineos, la piel y el
intestino, ofreciendo multitud de aplicaciones. Hasta la fecha, existen tres posibles

tratamientos para modificar la funcionalidad de la GnRH.(Flores, 2008).

En tal sentido, el objetivo del presente estudio pretende comprobar los efectos de la
inmunoesterilizacion mediante la aplicacion de una vacuna anti-GnRH para suprimir la
capacidad reproductiva de los animales domeésticos respecto al proceso de reversion;
determinando las concentraciones hormonales, anélisis de la morfologia testicular e histologia
en relacién a los animales inmunoesterilizados, usandolos como modelo experimental a los
ovinos, cuyes y conejos. En tal sentido, las perspectivas de uso de la vacuna anti-GnRH
posterior a su utilizacién intentan determinar si los efectos generados son permanentes, o si se
generaria un proceso de reversion, posibilitando su utilizacién como un método de control de
la reproduccion y de su reactivacion; evitando posiblemente efectos secundarios generados

por los derivados esteroidales y de la castracién quirdrgica.



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1.Beneficiarios Directos

e Productores Pequefios
e Productores Medianos

e Productores Grandes

4.2.Beneficiarios Indirectos
Coordinador del Proyecto: Dayana Paulina Bautista Tasigchana (Estudiante)
Tutor del Proyecto: Miguel Angel Gutiérrez Reinoso (Docente)
Universidad Técnica de Cotopaxi
Centro Experimental y Produccién Salache
Facultad de Medicina Veterinaria.

Proyecto cunicola, cobayo y ovino.

5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El estudio pretende comprobar los efectos de la inmunoesterilizacion mediante la aplicacién
de una vacuna anti-GnRH para suprimir la capacidad reproductiva de los animales domésticos
respecto al proceso de reversion; determinando las concentraciones hormonales, analisis de la
morfologia testicular e histologia en relacion a los animales inmunoesterilizados, usandolos
como modelo experimental a los ovinos, cuyes y conejos. En tal sentido, las perspectivas de
uso de la vacuna anti-GnRH posterior a su utilizacion intentan determinar si los efectos
generados son permanentes, 0 Si Se generaria un proceso de reversion, posibilitando su
utilizacion como un método de control de la reproduccién y de su reactivacién; evitando
posiblemente efectos secundarios generados por los derivados esferoidales y de la castracion

quirdrgica.



6. OBJETIVOS

6.1.0bjetivo General

X/

¢+ Determinar la reversion tras la inmunoesterilizacion en ovinos, cuyes y conejos.

6.2.0bjetivo Especifico

¢+ Aplicar la vacuna anti GnRH en ovinos, cuyes y conejos.

¢+ Analizar los efectos de la vacuna anti GnRH en relacién al sistema reproductor de

0vinos, cuyes y conejos.

+«+ Determinar si existe reversion post inoculacion de la vacuna anti GnRH respecto a los
efectos de la inmunoesterilizacién en relacién al sistema reproductor del ovino, cuy y

conejo.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS.
OBJETIVOS ACTIVIDAD | RESULTADO DESCRIPCION DE LA
ESPECIFICOS DE LA ACTIVIDAD (TECNICAS E
ACTIVIDAD INSTRUMENTOS)
Aplicar la wvacuna o L L .
_ Aplicacion de | Determinacion | Inoculacion de la vacuna, via
anf' GnRH - en vacuna  anti | del efecto | subcutdnea a intervalos de 15
oVINos, — CUYES Y1 GNRH en | modulador de | dias.
CONejos. :
ovinos, cuyes | la vacuna.
y CONejos.
Analizar los efectos Analisis de la | Determinacion | Mediciones del diametro,

de la vacuna anti
GnRH en relacion al
sistema reproductor
de ovinos, cuyes y

conejos.

morfometria,
histologia

testicular.

Evaluacion de
la
concentracion
de hormonas
sexuales

masculinas.

de la eficiencia
de la vacuna y
su incidencia en
la estructura

testicular.

Determinacion
de la dindmica
hormonal a
través de sus
niveles de

concentracion.

longitud testicular, y grosor del
escroto.

Castracion quirdrgica y fijacion
en placas histologicas.

Obtencion de muestras

sanguineas antes de la
inoculacion de la vacuna vy
posterior a su aplicacion -

analisis de laboratorio.




Determinar si existe ., .
Andlisis  del | Determinacién | Analisis de datos obtenidos

reversion ost . L
P efecto de | de los valores | mediante la aplicacion de

inoculacion de la|. - . L
inmunoesterili | de correlacion | paquetes estadisticos.

vacuna anti GnRH ., "
zacion positiva 0

respecto a los efectos .
respecto a la | negativa de los

de la .,
reversion. datos

inmunoesterilizacién ]
obtenidos.
en relacion al
sistema reproductor
del ovino, cuy vy

conejo.

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA.

8.1.Generalidades del Cuy

Es un pequefio mamifero del orden de los roedores originarios de la zona andina del Per( y
otros paises sud americanos. Tiene el cuerpo compacto y mide entre 20 y 40 centimetros. El
pelo de algunas especies es largo y la textura puede ser aspera o suave. El color puede ser
blanco, negro o leonado; también los hay de pelaje con rayas o manchas de colores oscuros
sobre fondo blanco. La camada suele estar formada por 2 ¢ 4 crias que nacen en un avanzado
estado de desarrollo, pues son capaces de alimentarse por ellas mismas desde el dia siguiente
a su nacimiento.El cuy por su rapida reproduccion y por su crianza econdémica, ofrece las
mejores perspectivas para contribuir a elevar el estandar de vida de la poblacién con el

consumo de carne en la alimentacion.(Chauca, 1997)
8.2.Anatomia del aparato reproductor del macho

Es el encargado de elaborar semen en el cual los espermatozoide son transportadas hasta el
aparato genital femenino se encuentra formado por testiculos, el conducto espermatico, el

pene y el prepucio mas las glandulas vesiculares, prostata y bulbo uretrales.(Gomez, 2009)


http://www.monografias.com/trabajos5/colarq/colarq.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/colarq/colarq.shtml
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8.2.1. Testiculo

Estan ubicados en la cavidad abdominal a ambos lados de la vejiga, su forma es ovoide. Lo
caracteristico de los cuyes es la ausencia de escroto. Cuando el macho se excita los testiculos
descienden a la region inguinal, a un saco, en este se encuentran una porcion del musculo

cremaster que es el que permite la migracion de los testiculos de la region abdominal.

Los testiculos presentan: La tunicaalbuginea, en la cual se encuentran los tdbulosseminiferos
encargados de producir los espermatozoides. Entre los timulos se encuentran diseminadas las
células de Leydig que producen las hormonas de la reproduccién, ademas se encuentran las
células de Serttholi que se encargan de alimentar a los espermatozoides hasta su
madurez.(Urredo, 2009)

8.2.2. Epididimo

Es un 6rgano bien formado dentro de una matriz de tejido conectivo. Se inserta a lo largo de
uno de los bordes, mas largos del testiculo y por lo general se extiende convencionalmente en
tres partes: Cabeza: ubicada en el polo proximal del testiculo y formada por 13 a 15 conductos
eferentes. Cuerpo: corre por el borde medial y posterior del testiculo. Cola: situada en el polo

distal del mismo y almacena una importante cantidad de espermatozoides.(Gomez, 2009)

8.2.3. Glandulas Accesorias

Las principales glandulas anexas del aparato reproductor de los animales son las siguientes:

8.2.3.1. Glandulas Vesiculares o Vesiculas Seminales

Consisten en un par de glandulas genitales ubicadas en el piso de la pelvis a ambos lados del
cuello de la vejiga. Estas glandulas segregan un liquido claro que tiene como funcion
acrecentar el volumen del eyaculado, aportar nutrientes y servir como buffer al semen, son

lobuladas y miden hasta 10 cm de longitud.(Dominguez, 1997)

8.2.3.2. Prostata

Esta constituido por dos lébulos, uno derecho y otro izquierdo, unidos por un istmo dorsal a la
uretra. Por la cara ventral de cada I6bulo emergen de 8 a 10 pequefios conductos excretores
que se dirigen hacia la superficie dorsal y un tanto lateral a la uretra. Estos conductos
desembocan caudalmente a los conductos de las glandulas coaguladoras, vesiculares y los
conductos deferentes.(Vasquez, 2010)
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8.2.3.3. Glandulas Bulbo uretrales o Glandulas de Cowper

Son dos y su secrecion es filante y mucosa, la secrecidn de estas glandulas da al semen un
aspecto gelatinoso ya que producen una sustancia viscosa, y rica en mucina y se vierte en la

uretra en el momento de la eyaculacion.(Urroz, 1991)

8.2.4. Conducto Deferente

Los constituyentes del cordon se mantienen unidos en su recorrido dentro del canal inguinal,
pero se dispersan en el anillo vaginal. Desde alli el conducto vira en direccion caudomedial
para pasar por debajo del uréter antes de alcanzar la superficie dorsal de la vejiga, penetra en
la prostata y, por ultimo desemboca en la URETRA un poco mas alla del origen de la

vejiga.(Dominguez, 1997)
8.2.5. Uretra

La uretra es un tubo o conducto que va desde la vejiga hasta el exterior, ésta va por el interior
del pene. Su funcion es comun para el aparato urinario y el aparato reproductivo, al permitir la

salida de la orina y del semen al exterior.(Alarcon , 1994)

8.2.6. Pene y Prepucio

El pene esta suspendido debajo del tronco y se halla contenido en parte entre los muslos. En
reposo su extremo libre se halla oculto dentro de una invaginacién de la piel abdominal, el
prepucio, que se abre en un sitio variable detras del ombligo.(Vasquez B. S., 2010)

8.3.Fisiologia de la reproduccion en los machos

Las hormonas responsables del desarrollo y el mantenimiento del fenotipo masculino también
son gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH, que en el macho recibia el nombre de
hormona estimulante de las células intersticiales o (ICSH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH), producida por la hipofisis; las hormonas esteroideas androgénicas, incluida la

testosterona (producida por los testiculos) y la inhibina.(PTaszynska, 2007)
8.3.1. Eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas

Es el responsable, tanto en el macho como en la hembra, del control final de todos los
aspectos del proceso reproductor. El factor de liberacion del hipotadlamo (GnRH) viaja hasta la

adenohipofisis, a través del sistema portal hipotalamico hipofisario. La llegada del GnRH a la
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adenohipofisis estimula la liberacion de las gonadotrofinas FSH y LH, cuyo 6rgano diana es
el testiculo.(Diaz, 2009)

Hormona Foliculo Estimulante (FSH) estimula la gametogénesis en machos y hembras. En el
macho, actla sobre las células de Sertoli testiculares y potencia la espermatogénesis; también
actua incrementando los receptores de las células de Leydig, potenciando asi la accién de la
LH. La regulacion de la secrecion tanto de LH como de FSH esta determinada por la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH). La sintesis y liberacion de FSH esta regulada también
por un péptido llamado inhibina que se produce en el testiculo por la accién de la FSH y que
actda inhibiendo la sintesis de FSH.(Barioglio, 2001)

Hormona luteinizante (LH) estimula, y controla, las células de Leydig, la bateria enzimatica
responsable de la sintesis de testosterona. El incremento de los niveles circulantes de
testosterona por retroalimentacion negativa reprime la descarga de GnRH hipotalamico y LH
de la hipétesis.(Hill, 2004)

Testosterona se sintetiza principalmente en los testiculos y el resto en las glandulas
suprarrenales, la sintesis de testosterona esta regulada por la hipofisis y el hipotdlamo, que
segun los niveles detectados de testosterona en sangre liberan hormonas que estimulan o
inhiben la produccion de testosterona. La testosterona ejerce una retroalimentacion negativa
sobre la secrecion de LH suprimiendo la secrecion pulsatil de GnRH por parte del
hipotalamo.(Barbieri, 2001)

8.4.Generalidades del Conejo

El conejo tiene aproximadamente el tamafio de un gato doméstico adulto, entre unos 40 y 45
centimetros de largo desde la punta del hocico hasta la cola. La cabeza es redonda, pero la
cara ligeramente alargada, el hocico o nariz es pequefia y esta inscrito en una pequefia zona de
la piel, desnuda y sin pelo, hiimeda, llamada “rhinarium”. El conejo es un buen animal
doméstico de seleccion, es limpio, ddcil e inteligente; el conejo despierta mucha admiracion
en todo el mundo, por numerosas razones: es tenaz y puede sobrevivir en medio de casi toda
clase de situaciones. A causa de su elevada tasa de natalidad, el conejo ha sido capaz de
mantener el nimero de ejemplares de su raza a un nivel constante, a pesar de la intervencién
del hombre (Zunifio, 2003)
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8.5.Anatomia del aparato reproductor del macho

El conejo macho tiene como elementos gonadales a los testiculos, que son los Grganos
encargados de la produccién de espermatozoides, segregando al mismo tiempo las hormonas
masculinas o androgenos. Para que los espermatozoides tengan capacidad fecundante, es
necesario su maduracion a lo largo de diversos conductos, tales como el epididimo, conductos
deferentes, ampolla deferente, colector seminal, conducto eyaculador y uretra; contando
ademas con pequefios 6rganos receptores y secretores de liquido seminal, como la vesicula
seminal, glandula vesicular, glandulas para prostaticas y glandula bulbo-uretral. (Fernandez,
2014)
8.5.1. Testiculos

Son elementos de forma ovoide, que se hallan envueltos en el escroto, disponiendo de fibras
musculares que permiten su retraccion hacia la cavidad abdominal a través de los anillos
inguinales. El testiculo estd compuesto esencialmente de tlbulos seminiferos que se unen en
un conducto comun que recoge las secreciones de todos ellos. La base de estos tubos esta
formada por un epitelio basal cuya actividad de lugar a los gametos masculinos o

espermatozoides.(Sisson, y otros, 2001)

8.6.Fisiologia del aparato reproductor del macho
8.6.1. Regulacion de la reproduccion en el macho

Los principios de la reproduccion en el macho muestran un patrén similar a los de la hembra.
Las hormonas responsables del desarrollo y el mantenimiento del fenotipo masculino también
son gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH, que en el macho recibia el nombre de
hormona estimulante de las células intersticiales o (ICSH) y la hormona foliculo estimulante
(FSH), producida por la hipofisis; las hormonas esteroideas androgénicas, incluida la

testosterona (producida por los testiculos) y la inhibina. (Ptaszynska, 2007)
8.6.2. Eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas

La liberaciébn de hormonas en el eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas es regulada por
mecanismos de retroalimentacion negativa y positiva sobre el hipotalamo y la adenohipofisis.
En este sentido, la GnRH estimula a los gonadotropos de la adenohipdfisis para liberar LH o

FSH. A su vez, la LH estimula a las génadas para secretar esteroides gonadales, como
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testosterona o estrogenos, mientras que la FSH estimula a las gbnadas para liberar inhibina.
Tanto los estrégenos como la testosterona ejercen retroalimentacion negativa sobre los

gonadotropos e inhiben la liberacion de gonadotropinas.(Reece, 2009)

La GnRH del hipotdlamo estimula la secrecién de FSH y LH. La FSH actua directamente
sobre los tdbulos seminiferos del testiculo (células germinales y células de Sertoli),
estimulando la espermatogénesis. Las células de Sertoli producen inhibina, que tiene un
efecto de retroalimentacion negativa sobre la secrecién de FSH por parte de la hipofisis. La
LH estimula la produccidn de testosterona por parte de las células de Leydig. (Cunningham,
2009)

Hormona Foliculo estimulante promueve el crecimiento y la maduracion del foliculo ovérico
o foliculo de Graaf. La FSH no causa la secrecion de estrégeno del ovario por si sola, sino que
necesita de la presencia de LH para estimular la produccién de estrégeno. En el macho, la
FSH actia en las células germinales de los tubulos seminiferos de los testiculos y es
responsable de la espermatogénesis hasta el estado de espermatofito secundario. (Hafez, y
otros, 2002)

Hormona Luteinizante es una glucoproteina estimula las células intersticiales del ovario y de
los testiculos. En el macho induce a las células de Leydig, que rodean a los tubulos
seminiferos de los testiculos a secretar andrdgenos (testosterona). (SAltiel, 2001)

La testosterona (que actla sobre las células de Sertoli) también es necesaria para la
espermatogénesis. Esta y otros andrdgenos son responsables de la diferenciacion y la
maduracion de los 6rganos reproductores masculinos, del desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios masculinas y del comportamiento normal del macho en la reproduccién. La
testosterona ejerce una retroalimentacion negativa sobre la secrecion de LH suprimiendo la

secrecion pulsatil de GnRH por parte del hipotalamo. (Cunningham, 2009).

8.7.Generalidades del Ovino
8.8.Anatomia del aparato reproductor del macho

Los organos genitales masculinos estan ubicados en el canal pélvico, la cual estan compuestos
por una serie de segmentos ubicados uno detras de otro que tiene a su cargo varias funciones.
(FLORES, 2001)
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8.8.1. Testiculos

Son o6rganos primarios de la reproduccion en numero de dos, en los rumiantes se sitdan en la
region inguinal y pubica alojados en posicion vertical en el escroto. Son deforma ovoidea con
un tamano variable que corresponde aproximadamente al 1 % del peso vivo de los animales y
su tamafio se incrementa después que los animales llegan a la pubertad y al inicio de cada
estacion de empadre y en el ovino, los testiculos presentan un diametro testicular superior a
los 30 cm y un peso superior a los 550 gramos, son de tamafio similar pero nunca

iguales.(Dickson, y otros, 2005)

Los testiculos estan cubiertos en la parte externa por el escroto que se encuentran cubierto por
finos pelos, el escroto estd formado por piel y procesos vaginales. La piel externa consta de la
tlnica de dartos, fascia espermatica externa formado por una capa de tejido conectivo laxo, y
el musculo cremaster que se ubica dorso caudal al testiculo, y se extiende hasta la cola del
epididimo, sobre su trayecto dicho musculo se inserta sobre la fascia espermatica interna
misma que conforma el proceso vaginal, esta fascia es mas gruesa que la externa la cual se

une a la ldmina parietal o tunica vaginal parietal.(Pérez, 2012)

El escroto participa en la termorregulacion necesaria para la espermatogénesis, ya que este
proceso debe llevarse a cabo por debajo de la temperatura corporal. La tGnica de dartos
adherida a la piel y contiene tejido muscular el cual se contrae o relaja dependiendo de la
temperatura ambiental mantiene la temperatura testicular por debajo de la corporal. Incluye
también al musculo cremaster que conecta a la tanica vaginal con el abdomen, regulando la

proximidad del testiculo al abdomen.(Urroz, 2001)

El mecanismo termorregulador cuenta ademas con el plexo pampiniforme, el cual esta
constituido por la arteria espermatica que envuelve de manera tortuosa a la vena espermatica

con la finalidad de enfriar la sangre que lleva al testiculo. (Caravaca, y otros, 2003)

8.8.2. Estructura de los testiculos.

La estructura estad conformada por, la tdnica albuginea, septos de los testiculos y mediastino
del testiculo. Rodeados por una firme capsula de tejido conectivo, la tanica albuginea, que
tiene 1- 2 mm de espesor esta compuesta por fibras de colageno que contiene tejido conectivo.

En esta tanica discurre en forma especifica segin el tipo de animal los grandes vasos
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sanguineos del testiculo. Por afuera del testiculo se encuentra la hoja visceral. La tdnica
albuginea mantiene bajo presion el parénquima testicular. (Konig, y otros, 2005)

Desde la capsula 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

direccién al epididimo, para formar el mediastino del testiculo.(KONIG, y otros, 2005)

8.8.3. Parénquima testicular
8.8.3.1. Tubos seminiferos contorneados

Los tubos seminiferos contorneados discurren en asas fuertemente enrolladas cuyas
terminaciones en linea recta, los tubulos seminiferos rectos, se introducen en la red del
testiculo.(Alvarez, 2003)

En los carneros, se encuentra mas de una capa de células en la lamina basal. Las mas cercanas
al epitelio seminifero son células mioides pero no forman una capa continua y en una seccién
mas periférica se encuentras células similares a fibroblastos, la cual conforme se produce
envejecimiento, ocurre un proceso de fibrosis que aumenta el espesor de esta lamina
basal.(HUanca, 2014)

8.8.3.2. Los tubulos seminiferos rectos

Presentan formas onduladas y tienen dos puntos terminales, cada una de las terminaciones van
a desembocar en la red de testis, el cual es una complicada red de canales intercomunicados y
estd formada por diferentes células en forma de columnas, cuboides y escamosas, con

presencia de linfocitos y macréfagos. (Reproduccion animal, 2014)

8.8.3.3. La red del testiculo

Se encuentra en el mediastino del testiculo. En el intersticio, entre los tabulos seminiferos, se
encuentran las células intermedias de Leydig, las productoras de la hormona sexual o
androgenos (testosterona) y un apreciable numero de células mastocitas y macréfagos.
(Konig, y otros, 2005)
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De la red testicular salen de 8 y 12 conductos excretores, densamente enrollados, que perforan
la tanica albuginea e ingresan en la cabeza del (Konig, y otros, 2005)

8.8.3.4. Funciones de los testiculos
Tiene al menos dos funciones:

Una funcidn exocrina: produccion de espermatozoides o células germinales masculinas en las

partes bésales del tabulo seminifero. (Dickson L. y., 2005)

Una funcion endocrina: produccién de hormonas como la testosterona que influyen en el
desarrollo y conducta del macho, conformacién masculina, asi como, también la conducta
sexual. (Dickson L. y., 2005)

Bajo la influencia de esta ultima se desarrolla los caracteres sexuales secundarios y se activa
la espermatogenesis. Esta hormona estimula la sintesis de las sustanciasglucosa, fructuosa,
citrato indispensable para la motilidad de los espermatozoides.Los espermas se forman en los
tubos fuertemente contorneados y desembocan en la red de testis . intercalados entre ellos se
encuentran las celulas de intersticiales de Leydig, productoras de testosterona bajo la

influencia de las celulas intersticiales.(Rodriguez, 2013)

Los tubulos seminiferos tiene una menbrana basal la cual se encuentra en contacto con los
capilares sanguineos encargados de aportar sustancias nutritivas, las células que se encuentran
en la capa basal se denominan espermatogonias estas se dividen y originan los espermatocitos
de primer orden,transformandose en espermatocitos de segundo orden, estos Ultimos

evolucionaran posterior a espermatidas y después a espermatozoides . (Rodriguez, 2013)

Las células de Sertoli, son de gran tamarfio y estan en la capa interna de la membrana basal,
desde donde se extiende hacia la luz del tdbulo. Su citoplasma forma prolongaciones que
rodean las células germinales. Entre las células de sertoli forman la barrera hematotesticular.
Esta barrera permite dividir el epitelio germinal en un compartimento basal y otro abdominal,
aislando a las células germinales y evitando que se difundan auto antigeno, desde el interior
del tabulo a los vasos sanguineos. En el tejido intersticial se encuentran las células de Leydig,

fibroblastos, macréfagos, vasos sanguineos y vasos linfaticos. (Huanca, 2014)

El tamafio del tejido intersticial varia entre especies y en el carnero representa un 15 % del
parénquima testicular y las células de Leydig representan mas 0 menos el 8 % del parénquima
y alrededor del 30 x 106 células de Leydig / gr. de tejido. (Huanca, 2014)
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8.8.4. El epididimo

Se encuentra en la superficie del testiculo, sostiene a la tinica albuginea por tejido conjuntivo.
El epididimo es un conducto simple largo y compacto tubo arrollado presenta grandes
ondulaciones, extendiendose desde la parte anterior a posterior del testiculo que lo fija al
mismo. Presenta un didmetro de 70 a 500 mm, con un peso de 20 a 30 gr en el carnero y el
largo va de 50 a 60 mm en el ovino. (Hafez & Hafez, Reproduccion e Inseminacion Atrtificial
en Animales, 2002)

Convencionalmente esta dividido en tres regiones: La cabeza del epididimo estd ubicada en el
polo proximal del testiculo y formada por 13 a 15 conductos eferentes. El cuerpo del
epididimo corre por el borde medial y posterior del testiculo mientras que la cola del mismo
situada en el polo distal del testiculo y almacena una importante cantidad de espermatozoides.
(Caravaca, y otros, 2003)

Los conductos eferentes y el canal epididimario estan completamente rodeados por fibras
musculares lisas circulares que se engruesan a nivel de la cola y comprenden también fibras
longitudinales del mismo tipo. El epitelio de revestimiento es un epitelio simple cilindrico
constituido por dos tipos celulares: células principales y células basales, y rodeado por un
tejido conectivo laxo y una capa circular de fibras musculares lisas, que aumenta hacia la cola.

Las células principales son cilindricas y se hacen cubicas hacia la cola.(Espinosa, 2011)
8.8.5. Las funciones epididimo

Cuenta entre ellas el transporte, la sobrevivencia y la maduracion funcional de los

espermatozoides. Los cambios en la maduracion incluyen:

e Adquisicién de la capacidad de motilidad progresiva.

e Condensacion final del nacleo y modificaciones en la forma del acrosoma.

e Formacion de puentes de disulfuro en las estructuras proteicas.

e Alteraciones en la naturaleza de la membrana plasmatica.

e Disminucién en la concentracion de O2 para inhibir el metabolismo de los espermas

e Reabsorcidn, fagocitosis y licuefaccion de espermatozoides deficientes.

e Almacenamiento de espermatozoides. Los espermatozoides son producidos en formas
regulares y expulsados continuamente de los tdbulos seminiferos, pero son inmoviles
en el liquido testicular. Los cilios del epitelio de los canales eferentes contribuyen a su

progresion hacia la cabeza. En el epididimo las contracciones ritmicas aseguran su
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desplazamiento. La duracion del transito por el epididimo varia segun las distintas
especies animales. (Cunningham, Fisiologia Vtererinaria, 2006)
e La cola, en cambio, actia como reservorio en la cual los espermatozoides pueden

sobrevivir durante tres semanas.(Cunningham, Fisiologia Vtererinaria, 2006)
8.8.6. Conductor deferente

Se origina en la cola del epididimo, se termina en la uretra, en su porcion prostatica, es un
conducto estrecho, regularmente cilindrico, excepto en los ultimos diez centimetros donde se

aumentan las glandulas ampulares.(Ghezzi, y otros, 2004)

Consta de 3 partes distintas que vienen marcadas por su recorrido desde el testiculo hasta el
aparato copulador:

1. Porcidn testicular. Desde cola del epididimo hasta integracidén con cordoén testicular.

2. Porcion que recorre el cordon testicular y atraviesa el anillo inguinal.

3. Porcién intra abdominal y que va a llegar al aparato copulador. El corddn espermatico (en
cuya estructura se incluye el conducto deferente) presenta una estructura de fibras musculares
lisas circulares y longitudinales que permiten el movimiento en el interior del tubo para la
ascension espermatica. Tiene también un recubrimiento interno de mucosas y valvulas que
impiden el retroceso, su funcién Unica es la del transporte de los espermatozoides.(Cuéllas,
2001)

Presenta una estructura de fibras musculares lisas circulares y longitudinales que permiten el
movimiento en el interior del tubo para la ascension espermatica. Tiene también un
recubrimiento interno de mucosas y valvulas que impiden el retroceso. La mucosa presenta
pliegues longitudinales. El epitelio varia de simple cilindrico a seudoestratificado, con células
gue presentan estereocilios. La lamina propia submucosa esta compuesta por tejido conectivo

fibroelastico y carece de glandulas. (Armas, 2014)

8.8.7. Uretra

La uretra comienza en el orificio uretral, en el extremo caudal del cuello de la vejiga, llega
hasta el orificio uretral extremo en la punta del pene. la parte pre prostatica sirve como via
urinaria, la parte prostatica se extiende en direccion caudal desde el foliculo seminal hasta el
arco isquiatico, cumple funciones de via urinaria y seminal, la parte prostatica y prostatica de

la uretra se denomina parte pélvica. (Alvarez, 2003)
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8.8.8. Glandulas anexas
8.8.8.1. Vesiculas seminales

Las Vesiculas Seminales consisten en un par de glandulas genitales ubicadas en el piso de la
pelvis a ambos lados del cuello de la vejiga. Se denominan de tal manera porque
anteriormente se creia que eran reservorios de semen. Estas glandulas segregan un liquido
claro que tiene como funcidn acrecentar el volumen del eyaculado, aportar nutrientes y servir
como buffer al semen. Alrededor del 50% del volumen total del semen es aportado por estas
estructuras. Son lobuladas y miden de 10 a 15 cm de largo y 2 a 4 cm de diametro. (Hafez &

Hafez, Reproduccion e Inseminacion Artificial en Animales, 2002)

El epitelio glandular es seudoestratificado con células cilindricas altas de citoplasma claro y

vesiculoso, y otras células basales, pequefias y esféricas. (Espinosa, 2011)

8.8.8.2. Prostata

Con respecto a la Prostata, esta se encuentra hacia caudal de las anteriores y sus secreciones
se vierten junto al semen en el momento de la eyaculacion por medio de numerosos conductos
que se abren hacia la uretra pelviana, en lateral del coliculo seminal. Es la Unica glandula
accesoria del macho constante en todas las especies de animales domésticos, y su cuerpo mide
2,5 cm de ancho por 1 a 1,5 cm de grosor, lo que la hace palpable por el recto. La porcién

diseminada rodea a la uretra pelviana y esta cubierta por el musculo uretral. (Pérez, 2012)

Presenta una capsula de tejido conectivo denso e irregular que contiene muchas fibras
musculares lisas. Las porciones glandulares estan rodeadas por un epitelio simple cilindrico
con dos tipos celulares. (Bernabe, y otros, 2013)

8.8.8.3. Glandulas De Cowper

Las Glandulas de Cowper son dos y se encuentran ubicadas a ambos lados de la uretra
pelviana, cerca del arco isquiatico. Son ovoideas y dificiles de palpar en el bovino, merced de
su pequefio tamafo. Contribuyen muy poco al volumen del liquido seminal, las secreciones de
estas glandulas eliminan residuos de orina a la uretra antes de la eyaculacion. Estas

secreciones se notan antes del eyaculado.(Espinosa, 2011)
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El epitelio glandular es simple cilindrico con células de citoplasma claro que secretan moco.
Diferencias entre especies: en rumiantes y caballo la glandula esta rodeada por el musculo

bulbo cavernoso. (Urroz, 2001)

8.9.Fisiologia de la reproduccion en los machos
8.9.1. Eje hipotalamo-hipéfisis-gonadas

La liberaciéon de hormonas en el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas es regulada por
mecanismos de retroalimentacion negativa y positiva sobre el hipotalamo y la adenohipdfisis.
En este sentido, la GNRH estimula a los gonadotropos de la adenohipdfisis para liberar LH o
FSH. A su vez, la LH estimula a las gdnadas para secretar esteroides gonadales, como
testosterona o estrogenos, mientras que la FSH estimula a las gonadas para liberar inhibina.
Tanto los estrogenos como la testosterona ejercen retroalimentacion negativa sobre los

gonadotropos e inhiben la liberacion de gonadotropinas.(Ptaszynska, 2007)
8.9.1.1. Gonadotropinas pituitaria

Las hormonas responsables del desarrollo y el mantenimiento del fenotipo masculino también
son gonadotropinas LH; FSH(que encuentran en la hipdfisis): Gonadotropina luteinizante
(LH), en el macho recibia el nombre de hormona estimulante de las células intersticiales o
(ICSH) tiene un peso molecular 40.000 en la oveja, no produce efectos independientes, su
funcion en el macho es de estimular la diferenciacion de las intersticiales de los testiculos en

células de Leydig, y estimula sintesis de testosterona o de estrégenos.(Aldana, y otros, 2011)

La hormona foliculo estimulante (FSH), producida por la hipéfisis, tiene un peso molecular de
67.000 en la oveja, actGa indirectamente estimulando la gametogénesis, aumentan en las
células granulosas los receptores que fijan LH, mantiene la integridad anatdmica de los

tubulos seminiferos, estimulando la maduracion de las células germinales.(Palma, 2001)
8.9.1.2. Go6nadas masculinas y corteza suprarrenal

Génadas masculinas, testosterona, hormona del testiculo, estimula el desarrollo los 6rganos
sexuales masculinos y los caracteres sexuales secundarios, favorece la espermatogénesis y la

conducta masculina. (Hernandez, 2001)
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Cortisol, cortisona, corticosterona. Hormona esteroide que desempefia maltiples funciones
metabdlicas para regular el metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos (Hernandez,
2001).

8.9.2. Castracion Quirdrgica

Involucra la remocion quirdrgica de los testiculos, es el mas seguro de los métodos ya que
elimina la fuente de produccion de los espermatozoides como también de las hormonas
testiculares, los cuales controlan el crecimiento de los drganos que influencian la conducta
sexual. (Velaszo, 2004-2005)

El acceso pre escrotal o perineal puede ser empleado para la castracion, el primero es el mas
comun y tiene menores dificultades. Los testiculos son mas dificiles de exteriorizarlos con el
acceso perineal.(VElaszo, 2004-2005)

8.9.2.1. Técnica de castracion quirurgica

Consiste en la extirpacion quirdrgica de los testiculos. Primero realizamos un abordaje a los
testiculos a través de la piel y de las tunicas que los protegen. Una vez aislados, procedemos a
ligar los vasos y el conducto deferente de cada testiculo para, a continuacion, seccionarlos y
extirparlos. Una vez hecho esto con ambos testiculos, cerramos las tunicas y la piel con

puntos simples.(Fossum, 2009)
Tipos de castracion en animales
8.9.2.1.1. Castracioén cerrada

La castracion "cerrada" se realiza en forma similar a la "abierta" antes descripta excepto que
no se incide la tunica vaginal parietal. Exteriorizar al maximo el corddn espermatico
reflejando la grasa y fascia desde la tinica parietal con una torunda. Aplicar traccion sobre el
testiculo mientras se desgarran las inserciones fibrosas entre la tanica del corddn espermatico
y escroto. Colocar ligaduras en masa (por ej., de material de sutura absorbible 2-0 o 3-0)
alrededor del cordon espermatico y tunicas. Pasar la aguja a través del masculo cremaster si
se desea wuna ligadura de transfijacion.También pueden utilizarse grapas he-
mostaticas.(Velaszo, 2004-2005)

8.9.2.1.2. Castracion perineal

La castracion perineal se realiza utilizando las mismas técnicas que para la castracion pre

escrotal abierta. Es més dificil desplazar los testiculos hacia una incision caudal que a otrapre
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escrotal. Debe utilizarse una técnica "abierta”. Hacer una incision en la piel y el tejido
subcutaneo de la linea media en dorsal del escroto a nivel perineal por debajo del ano.
Avanzar un testiculo hacia la incision y seccionar la fascia y tunica espermaticas. Exteriorizar
el testiculo y ligar el cordon espermatico como se describiera para la castracion pre escrotal
abierta. (Fossum, 2009)

8.9.2.1.3. Castracién abierta

Colocar al paciente en decubito dorsal. Verificar la presencia de ambos testiculos en el
escroto. Rasurar y preparar en forma aséptica el abdomen caudal y medial de muslos. Evitar la
irritacion escrotal con la rasuradora o los antisépticos. Colocar los pafios de campo. Aplicar
presion sobre el escroto para avanzar un testiculo lo mas lejos posible dentro del area pre
escrotal. Incidir la piel y tejidos subcutaneos a lo largo del rafe mediano sobre el testiculo
desplazado. Continuar la incision a través de la fascia espermatica para exteriorizar al
testiculo. Incidir la tanica vaginal parietal sobre el testiculo. No incidir la tanica albuginea, lo
cual expondria al parénquima testicular. Colocar una hemostéatica a través de la tunica vaginal
donde se une con el epididimo. Separar digitalmente el ligamento de la cola del epididimo
desde la tunica mientras se aplica traccion con la hemostatica sobre la tdnica. Exteriorizar
adicionalmente et testiculo mediante la aplicacién de traccién caudal y hacia afuera.
Identificar las estructuras del corddn espermatico. Ligar en forma individual los cordones
vasculares y conducto deferente, luego incluirlos en una ligadura que los encierre. (Velasco,
2004-2005)

Muchos cirujanos ligan el conducto deferente y plexo pampiniforme juntos, Colocar una
hemostatica a través del corddn cerca del testiculo. Rasgar el conducto deferente con pinza de
diseccion por encima de la ligadura y transectar el conducto deferente y cordon vascular entre
la hemostatica y las ligaduras. Inspeccionar el cordén por hemorragia y recolocarlo dentro de
la tanica. Circundar el musculo cremaster y tdinica con una ligadura. Avanzar el segundo
testiculo hacia la incision, incidir la cobertura facial y efectuar la orquiectomia como ya se
detallara. Afrontar la fascia densa incidida sobre ambos lados del pene con puntos
interrumpidos o continuos. Hacer la sintesis de los tejidos subcutaneos con un patrén
continuo. Afrontar el tegumento con patron de sutura intradérmica, subcuticular o

interrumpida simple.(Fossum, 2009)
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8.9.3. Inmunocastracion o Castracion Inmunolégica

La castracion inmunologica consiste en la estimulacion del sistema inmunitario del animal
para que produzca anticuerpos especificos contra, en este caso, la GnRH (hormona liberadora
de gonadotropinas). Estos anticuerpos inhiben la actividad normal de la hormona GnRH,
reducen las concentraciones plasmaticas de LH y FSH, e inhiben el desarrollo testicular y su
funcionamiento. De esta forma se reducen los niveles de androsterona y escatol en la grasa, y,
por lo tanto, la incidencia de olor sexual en las canales. La inmunizacion contra la hormona

pituitaria LH también ha sido probada, si bien resulta menos efectiva.(Pfizer, 2010).

8.9.4. Método Quimico

Este es método no quirurgico, se emplea exitosamente en animales domésticos y del sector
pecuario, como el cuy. Entre sus finalidades es disminuir la agresividad de los machos y el
crecimiento poblacional. En el Per( se han utilizado una serie de sustancias quimicas para
realizar la castracion. Existen dos maneras de introducir las sustancias: como implantes
subcutaneos (dietiletilbestrol) y como inyecciones intratesticulares de sustancias esclerosantes
(&cido lactico, adrenalina, cloruro de sodio, fluoruro de sodio, tintura de yodo y alcohol
yodado). Se compararon los efectos de estas diversas sustancias en el rendimiento de carcasa,
en el incremento de peso, en el consumo diario de alimento y en la conversion alimenticia. De
los resultados analizados, el mejor producto es el alcohol yodado al (0,5%) con menor costo,
el cual podria utilizarse como sustancia ideal para la castracién quimica de cuyes machos.
(Lupaca, 2009) .

Otro producto con excelentes resultados es el acido lactico (5%) el cual consiste en inyectar
de manera intratesticular 0,1cc de del producto en cada testiculo, con la ayuda de una aguja
hipodérmica, esta investigacion se la realizd en la Universidad Agraria de la Habana
obteniendo resultados de 1283,2g para enteros y 1295,8g para los castrados (Universidad
Agraria de la Habana, 2002).

8.9.5. Innosure
8.9.5.1. Mecanismo de accion

En el cerdo, el desarrollo y la funcion de los testiculos estan controlados por el factor
liberador de gonadotropinas (GnRF), que se segrega en el hipotdlamo. ElI GnRF se une a

receptores especificos de la hipofisis y provoca la liberacion de hormona luteinizante (LH) y
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de hormona foliculo estimulante (FSH). La LH y la FSH acttan sobre los testiculos para
regular la secrecion de esteroides testiculares, entre ellos testosterona y androsterona.(Pfizer,
2010)

Es una vacuna que estimula el sistema inmunitario del cerdo para producir anticuerpos
especificos frente al GnRF. Esto inhibe temporalmente la funcion testicular y por tanto
detiene la produccion y acumulacion de los componentes responsables del olor sexual.(Pfizer,
2010)

8.9.5.1. Composicién

El antigeno que contiene INNOSURE es un anélogo sintético e incompleto del GnRF natural
que se conjuga (mediante un enlace covalente) con una proteina acarreadora (usada
frecuentemente en las vacunas pediatricas humanas). El analogo de GnRF no tiene actividad
inmunoldgica por si mismo; por eso, para ser inmundgeno se tiene que conjugar con una

proteina “extrafia” de mayor tamano.(Pfizer, 2010)
8.9.5.2. Dosis y Administracién

Deben vacunarse los cerdos machos enteros desde 8 semanas de edad en adelante con dos
dosis de 2 ml y con, al menos, 4 semanas de intervalo, administrando la segunda dosis 4-6

semanas antes del sacrificio.(Pfizer, 2010)
8.9.5.3. Contraindicaciones

Innosure no esta recomendado para uso en reproductores. Si se administra inadvertidamente

mas de una dosis, puede afectar a la fertilidad de los machos reproductores.(Pfizer, 2010)

8.9.5.4. Posologia 'y administracion

e Se administran 2 ml en inyeccion subcutanea en la base de la oreja.

e Se deben administrar dos dosis con un intervalo minimo de 4 semanas; ademas, la
segunda dosis debe administrarse 4 a 5semanas antes de la fecha prevista de
sacrificio. Tiempo de retiro cero dias.

Si los cerdos se mantienen durante mas de 7-8 semanas tras la segunda dosis, la
concentracion de anticuerpos anti GnRF puede alcanzar un nivel inferior a la concentracién
eficaz, lo que permitiria el retorno de la funcidn testicular y el riesgo de acumulacién de olor
sexual.(Pfizer, 2010)
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8.9.6. Manejo de Animales para la Castracion

Los animales que se van a castrar deben estar sanos y reposados, se debe inmovilizar al
animal. Lavar y desinfectar el sitio de la operacién. Cuidar durante la castracion para detectar
hemorragias y en caso de tener abundante sangria, se debe inmovilizar al animal y tratar de
ligar la arteria del corddn espermatico y aplicar anticoagulante (Vitamina K). (Mellisho,
2010).

8.9.7. Técnicas histologicas
8.9.7.1. Introduccion

Denominamos proceso histologico a una serie de métodos y técnicas utilizados para poder
estudiar las caracteristicas morfologicas y moleculares de los tejidos. Hay diversos caminos
para estudiar los tejidos, es decir, series de técnicas que se utilizardn dependiendo de qué
caracteristica deseemos observar. En el siguiente esquema se muestran los métodos y técnicas
comunmente empleados para el procesamiento de los tejidos para su observacién con los

microscopios optico o electrdnico. (Vigo, 2014)

8.9.7.2. Fijacidn

Todos los tejidos, bien cuando se extraen de un organismo o bien cuando el organismo en el
gue estan muere, sufren dos tipos de procesos degradativos: autolisis por accion de enzimas
intracelulares, es decir, autodigestion, y putrefaccion por accidén bacteriana. Ademas, el
procesamiento histolégico posterior del tejido para poner de manifiesto y observar
determinadas estructuras supone una metodologia que puede degradar las estructuras
tisulares. Fijar un tejido es preservar sus caracteristicas morfologicas y moleculares lo mas
parecidas posibles a las que poseia en su estado vivo. Es como hacer una fotografia del tejido
vivo y poder observarla, tras cierto tratamiento, con el microscopio. Asi, los fijadores deben
evitar la autolisis, proteger frente a ataques bacterianos, insolubilizar elementos solubles que
se quieren estudiar, evitar distorsiones y retracciones tisulares, penetrar y preparar el tejido
para poder llevar a cabo tinciones especificas posteriores, si es necesario, etcétera.(Gazquez, y
otros, 2009)

No existe un fijador universal, ni un metodo de fijacion unico. Incluso podemos usar varios
fijadores secuencialmente segun nuestras necesidades. La eleccion depende de las

caracteristicas fijadoras que necesitemos. Por ejemplo, si queremos estudiar actividades
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enziméticas debemos usar un fijador que no nos altere el centro activo de las enzimas en las
que estamos interesados, y quiza para ello tengamos que sacrificar en cierta medida la
morfologia tisular. Si queremos estudiar la ultraestructura celular debemos usar fijadores que
la preserven y que protejan a las membranas celulares durante el procesamiento de inclusion
en resinas, y quiza esto altere su apetencia por los colorantes generales. Si queremos tefiir un
determinado componente celular dificilmente tefiible quiz4 debamos usar un fijador que lo

modifique para que sea reconocido mas facilmente por los colorantes.(Wikilibros, 2015)

En cualquier caso hay caracteristicas de los fijadores que tenemos que tener en cuenta antes
de su uso:

a) Velocidad de penetracion.

El proceso de fijacion ha de ser rapido y la velocidad de difusion de la sustancia fijadora en
los tejidos es un factor determinante. Este parametro condiciona el tamafio de la pieza que
queramos fijar, mas pequefia cuanto menor sea la velocidad de difusién del fijador empleado,
y también determina el tiempo de fijacibn, mayor cuanto menor tiempo de
difusion.(Histotechnoogy, 2010)

b) Velocidad de fijacion.

Esta caracteristica no depende de la velocidad de difusién sino de las propiedades quimicas
del fijador y condiciona el tiempo que debe permanecer el tejido en contacto con el
fijador.(REdondo, 2007)

¢) Endurecimiento.
Los fijadores generalmente endurecen los tejidos, lo cual depende del tipo de fijador y del
tiempo que el tejido haya estado expuesto a él.(Wikilibros, 2015)

d) Osmosis y pH.

Es indispensable evitar cambios de volumen en las células producidos por una osmolaridad
del fijador diferente a la del tejido. Por tanto, hay que equilibrar la osmolaridad de las
soluciones fijadoras y la de los tejidos a fijar. No es necesario afiadir sustancias complejas.
Por ejemplo, para los tejidos de animales terrestres basta con afiadir 0.9 % de cloruro sédico.
Son sales que no afectan a la capacidad del fijador. Normalmente se suelen usar soluciones
tamponadoras a un pH semejante al del tejido e isoosméticas con dicho tejido.(Gazquez, y
otros, 2004)
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e) Efecto mordiente.

Algunas estructuras tisulares son dificiles de tefiir puesto que tienen poca apetencia por los
colorantes. Esta apetencia puede ser incrementada con un tratamiento previo. Algunos
fijadores, ademés de fijar, modifican quimicamente a ciertas estructuras celulares para que
posteriormente puedan unirse a ellas los colorantes. Este tipo de modificacion quimica se le

denomina efecto mordiente.(Histotechnoogy, 2010)

f) Artefactos.

Los procesos de fijacion pueden acarrear alteraciones tisulares como variaciones
morfolégicas, cristalizacion de compuestos, desplazamiento de sustancias, etcétera. Estos
cambios pueden producirse por las caracteristicas del fijador o por un mal uso de éste. En
cualquier caso deben tenerse en cuenta para no describir como caracteristicas tisulares lo que

es un artefacto introducido durante la fijacion.(Fawcett, 2001)

8.9.7.3. Meétodos de fijacion

Existen diferentes formas de fijar los tejidos dependiendo del tipo de fijador, de la estructura a
fijar y de lo queramos observar. Los métodos de fijacion se pueden clasificar en dos

tipos: fisicos y quimicos.(Gazquez, y otros, 2009)

Los fijadores fisicos se basan o bien en una congelacion muy réapida del tejido o bien en la
aplicacion de calor elevado. Se utilizan cuando los fijadores quimicos alteran las estructuras
gue queremos observar, cuando necesitamos una fijacion muy rapida, o cuando el tipo de
tejido y la técnica que usaremos lo requiera. La congelacion rapida es un buen método de
preservacion de las caracteristicas moleculares y es conveniente que sea rapida puesto que asi
se impide la formacion de grandes cristales de hielo que nos destrozarian la estructura del
tejido. (Bacha, y otros, 2001)

Existen variantes de esta técnica como son la criodesecacion o liofilizacion y la
criosustitucion.  La criodesecacion parte de tejido previamente congelado al que
posteriormente se le sublima el hielo, es decir, el agua pasa de estado solido a gaseoso sin
pasar por estado liquido. Al eliminar el agua se impide que se den reacciones quimicas, por lo
gue, ademas de la fijacion, este método preserva el tejido en el tiempo.
La criosustitucion también parte de tejido congelado pero en este caso se produce una

sustitucion lenta del hielo por una solucién fijadora. Con ello se posibilita una fijacion
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quimica sobre un material que no ha sufrido deterioro puesto que estd congelado. Los
métodos de fijacion por calorno son frecuentemente usados, excepto para el estudio

microorganismos. (Fawcett, 2001)

Los métodos quimicos utilizan soluciones acuosas compuestas por moléculas fijadoras que
establecen puentes entre las moléculas del tejido, manteniéndolas en sus lugares originales e
impidiendo su degradacion. Hay dos métodos béasicos de fijacion con fijadores
liquidos: inmersion y perfusion. En cualquier caso el fijador debe llegar a todas las partes el
tejido lo mas rapidamente posible.(Redondo, 2007)

a) Inmersion.

En el método de inmersion las piezas de tejido se sumergen en la solucion fijadora. Hay que

tener en cuenta algunas precauciones.

1) Las piezas de tejido no deberian superar los 0.5 cm de espesor para que el fijador alcance el
interior de la pieza antes de que ésta comience a deteriorarse. Esto depende de la velocidad de
penetracion del fijador y de las caracteristicas del tejido. Por ejemplo, si tiene cavidades por
donde penetre la solucion fijadora el volumen podria ser mayor. EI volumen recomendado de
fijador es 20 veces superior al volumen de la pieza. La osmolaridad del tejido y de la solucion
fijadora debe estar equilibrada. EI pH del fijador debe ser proximo al fisiologico. EI tiempo de
fijacion depende de cada tipo de fijador. Una agitacion suave durante la fijacion ayuda a la
penetracion del fijador y disminuye el tiempo.(Vigo, 2014)

b) Perfusion.

Por este procedimiento la solucion fijadora se introduce a través del sistema circulatorio por el
cual accede a todas las células del tejido gracias a la red de capilares. Mediante este método se
puede fijar un animal completo introduciendo la solucién fijadora a través del ventriculo
izquierdo del corazon. El fijador llegara a todas las células irrigadas por la sangre bombeada
por dicho ventriculo (circuito corporal). Si se quieren fijar los pulmones habria que introducir
el fijador por el ventriculo derecho. También podemos fijar un Gnico érgano en el caso de que
podamos introducir la solucion fijadora en la arteria principal que irriga dicho érgano. La
perfusion no siempre es posible en algunos casos como en muchas biopsias o en los tejidos
vegetales. (WIKkilibros, 2015)

El método de fijacion por perfusion es mucho mas efectivo que el de inmersion ya que la
solucidn fijadora llega répidamente a escasa distancia de todas las células de la estructura



30

perfundida. Por tanto, la velocidad de penetracion del fijador no es una condicidn
limitante.(Gazquez, y otros, 2004)

Antes de introducir el fijador en el sistema de vasos sanguineos hay que eliminar previamente
la sangre con una solucion de lavado oxigenada, de otra manera su interaccion con el fijador
produce trombos que impedirian la fijacion de determinadas zonas del animal o del 6rgano.
Respecto a las precauciones mencionadas anteriormente en el método de inmersion debemos

cuidar aqui también la osmolaridad, el pH y el tiempo de fijacion.(Redondo, 2007)

Este método de fijacion por perfusion requiere conocer la presion a la que se va a introducir la
solucidn fijadora en el animal o estructura, la cual debe ser similar a la que posee la presién
sanguinea normal en estado vivo. La presion que ejercera la solucion fijadora se puede regular
mediante bombas peristalticas (ver figura) o por gravedad, es decir, variando la altura a la cual
se coloca la solucion fijadora respecto a la del animal. Esto es importante porgue una presion
muy baja podria impedir que la solucion fijadora alcanzara todas las partes de la estructura y
un presién muy alta podria provocar roturas de los vasos sanguineos y de la propia estructura
tisular.(Histotechnoogy, 2010)
8.9.7.4. Fijadores

Los fijadores se pueden clasificar en dos grandes grupos segun su accion sobre el tejido: los
desnaturalizantes y los que establecen enlaces cruzados. Los primeros, al extraer agua de los
tejidos producen desnaturalizacion de las proteinas produciendo coagulacion proteica,
mientras que los segundos establecen enlaces quimicos entre moléculas del tejido. Los
fijadores que tienen como base al alcohol son desnaturalizantes, tales como el Bouin o el
Carnoy, mientras que el formaldehido o el glutaraldehido establecen enlaces.(Lacave, y otros,
2005)

a) Alcohol etilico.

Fija por deshidratacion y se usa entre el 70 y 90 %. Es un buen fijador para preservar
proteinas, como enzimas, glucdgeno, pigmentos y es Util para fijar las extensiones citologicas.
Debido a que deshidrata, a la vez que fija, se puede usar también como un conservante de las
muestras. Tiene algunos inconvenientes como producir endurecimiento y la retraccién de los

tejidos. Carece de efecto mordiente.(Dellmann, 2004)



31

b) Acido acético.

Su proceso de fijacion consiste en cambiar el estado coloidal de las proteinas. Se utiliza a una
concentracion que varia entre el 1 y el 5 %. Es el fijador ideal para acidos nucleicos y
nucleoproteinas. Como inconvenientes cabe destacar la destruccion de las mitocondrias y
mala fijacién de membranas y citoplasma. Se suele usar en combinacion con otros fijadores.
Ejemplos: BOUIN, FFA. (Gazquez, y otros, 2009)

¢) Acido picrico.

La fijacion la produce porque las sales del tipo picrato coagulan las proteinas de los tejidos.
Se suele usar del 2 al 15 % de una solucion saturada de acido picrico. Preserva bien la
estructura celular, no produce retracciones cuando el tiempo de fijacion es optimo, preserva
bien glucdégeno y lipidos. Es un buen fijador para tinciones generales puesto que tiene efecto
mordiente y favorece la unién de los colorantes. Hay que eliminarlo completamente antes de
proceder a la inclusion en ceras como la parafina puesto que dificulta la penetracion de la
parafina. Se suele usar combinado con otros fijadores. Ejemplos: BOUIN.(Redondo, 2007)

d) Formaldehido.

Actla mediante la formacion de puentes entre las moléculas tisulares. Se utiliza a
concentraciones proximas al 4 %. Es un fijador ampliamente usado por la buena preservacion
del tejido, actia como conservante, produce poca retraccion tisular, es un buen fijador para
lipidos, es compatible con la mayoria de las tinciones histoldgicas, incluidas las de
inmunocitoquimica e hibridacion de &cidos ribonucleicos. Normalmente se usa en solucion
tamponada e isoténica. Actualmente se prepara a partir de paraformaldehido, sustancia solida.
Ejemplos: BOUIN, FFA, PLP. (Lacave, y otros, 2005)

e) Glutaraldehido.

Forma puentes entre las moléculas de los tejidos. Se usa a una proporcion de entre el 0,5 y el
3 %. Tiene una alta capacidad para preservar la estructura celular, por lo que es el fijador de
referencia para observacion de ultraestructuras celulares con el microscopio electronico. Pero
hay que tener cuidado con su baja penetracion tisular y puede producir retracciones. Se usa en
soluciones tamponadas isotdnicas. (Redondo, 2007)

8.9.7.5. Inclusion

Es el método mas comun de endurecer el tejido y consiste en infiltrar la muestra con
sustancias liquidas que tras un proceso de polimerizacién o enfriamiento se solidifican, sin

afectar a las caracteristicas del tejido. Con ello se consigue obtener cortes del orden de um a
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nm, segln el medio de inclusion, sin que el tejido se rompa o se deteriore. Ademas, son un
buen método para preservar las muestras durante largos periodos de tiempo. Existen
diferentes sustancias 0 medios de inclusion dependiendo del grosor del corte y de la técnica
que necesitemos realizar. Cuando se quieren hacer secciones para su observacion con
el microscopio éptico los medios de inclusion mas frecuentemente usados son la parafinao la
celoidina, mientras que si vamos a realizar observaciones con el microscopio electronico la
inclusion se realiza con resinas. (Gazquez, y otros, 2009)

8.9.7.6. Inclusion en parafina

La parafina es una sustancia de aspecto ceroso que estaformada por mezclas de
hidrocarburossaturados. A temperatura ambiente es solida y su punto de fusion puede variar
entre 40 °C y 70 °C segun la composicién de la mezcla de hidrocarburos. Asi, parafinas mas
duras a temperatura ambiente tienen un punto de fusion mayor, mientras que las mas blandas
uno menor. Es recomendable una dureza mayor para incluir muestras méas duras. Las
parafinas méas usadas tienen un punto de fusion en torno a los 60 °C. Podemos también
modificar las caracteristicas de las parafinas afiadiendo sustancias para variar su dureza,

viscosidad, fragilidad, etcétera.(Bacha, y otros, 2001)

La parafina no es miscible con agua, mientras que todos los tejidos estdn formados
principalmente por agua. Ademas, la mayoria de los fijadores son soluciones acuosas. Esto
implica que para que la parafina liquida pueda penetrar completamente en el tejido ha de
sustituirse el agua por un solvente organico. Esto se consigue mediante la deshidratacion del
tejido en alcoholes, normalmente etanol, de gradacion creciente hasta alcohol de 100°.
Posteriormente se transfiere el tejido a un liquido que es miscible tanto con el alcohol de 100°
como con la parafina, denominado sustancia intermediaria, como es el benceno, Xxileno,
tolueno o el 6xido de propileno, entre otros. Estas sustancias son normalmente aclarantes por
lo que comprobando la translucidez de la pieza podemos cerciorarnos de la penetracién de la
sustancia intermediaria en el tejido. El tiempo de incubacion de la pieza en algunos de estos
liquidos intermediarios como el tolueno o xileno no debe ser excesivo puesto que estas
sustancias endurecen la pieza y crean problemas al hacer las secciones. (Lacave, y otros,
2005)

Por ultimo se pasa el tejido a parafina previamente licuada en una estufaregulada a la
temperatura apropiada para dicho tipo de parafina. Se dan tres pasos por parafina liquida para

favorecer una completa sustitucién del liquido intermediario por la parafina. El tiempo que
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dura dichos pasos depende de lo volatil que sea el liquido intermediario y lo grande que sea
nuestra pieza. Serd mayor cuanto menos volatil es el liquido intermediario o mayor sea la
muestra de tejido. Hay que tener en cuenta que un tiempo excesivo en parafina puede
endurecer el tejido. Tras el completo de la muestra se vierte parafina liquida en un molde, se
introduce la muestra y se coloca segun la orientacion deseada de corte y se deja solidificar a
temperatura ambiente. (Redondo, 2007)

8.9.7.7. Corte

Los aparatos mecanicos para hacer secciones de un grosor de micrémetros se
denominan micrétomos y existen diferentes tipos segun el grosor que queramos conseguir en
nuestras secciones, segun el medio de inclusién en el que se encuentre el tejido o segun el

proceso de endurecimiento de la muestra: por congelacién o por inclusion.(Vigo, 2014)

Los micrétomos mas usados son:

a) Micrétomo para parafina:

Se utiliza principalmente para material incluido en parafina y se obtienen secciones de 5 a 20
um de grosor. Estas secciones se observan con el microscopio optico. (Geoffrey, 2011)
b) Vibratomo:

Corta material no incluido, aunque si fijado o duro, en secciones de que puede ir desde 30
hasta centenares de pm de grosor. Estas secciones se observan con el microscopio
oOptico.(Leica, 2012)

¢) Microtomo de congelacién:

Con él se consiguen secciones de 30 a unas 100 um de grosor a partir de material congelado y

se observacion con el microscopio éptico. (Cosmos, 2012)

Los aparatos de corte mas usados tradicionalmente para estudiar las caracteristicas generales
de los tejidos y de las células son el microtomo para material incluido en parafina para
observaciones con el microscopio oOptico y el ultramicrétomo para observaciones con el
microscopio electronico de transmision. El criostato se usa también frecuentemente en
microscopia optica por el ahorro de tiempo que supone ya que no necesita incluir el tejido,
incluso se puede cortar material no fijado. (Gazquez, y otros, 2009)
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8.9.7.8. Tincion

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los animales, son incoloros y por ello necesitamos
tefiirlos para observar sus caracteristicas morfoldgicas. Las tinciones generales estan basadas
en el uso decolorantes, sustancias mediante las cuales se consigue colorear a los tejidos. Los
colorantes son normalmente hidrosolubles y se caracterizan por unirse a ciertas moléculas
presentes en los tejidos gracias a afinidades electro-quimicas. Se utilizan normalmente para
tefiir a las células y componentes tisulares que van a ser observados con el microscopio optico
y por ello se realizan habitualmente sobre secciones de tejido, siendo las mas utilizadas las
secciones obtenidas a partir de inclusiones en parafina u obtenidas en el criostato. (Fawcett,
2001)

Los colorantes son los elementos principales de las tinciones generales. Son moléculas que
poseen tres componentes importantes: un esqueleto incoloro, que normalmente es un anillo
aromatico de benceno, al cual se le unen dos tipos de radicales: uno que aporta el color,
denominado croméforo, y otro que posibilita la union a elementos del tejido
denominado auxocromo. Al conjunto de estos tres elementos unidos en una molécula se

denomina cromogeno. (Vigo, 2014)

Segun la naturaleza quimica del radical auxocromo los colorantes se clasifican en:

a) Basicos:

Son sales en las que la base aporta el color, mientras que la parte acida es incolora. Tienen
apetencia por sustancias acidas del tejido como el ADN o ciertos componentes de la matriz
extracelular como los glicosaminoglicanos. Asi, ponen de manifiesto el nicleo y el ARN,
sobre todo el ARN presente en los ribosomas por ser muy abundante, asi como ciertas
matrices extracelulares ricas en componentes acidos. Ejemplos de colorantes basicos son la
tionina, safranina, azul de toluidina, el azul de metileno o la hematoxilina. (Lacave, y otros,
2005)

b) Acidos:

Son sales con el anién coloreado y la base incolora. Tienen apetencia por sustancias basicas,
sobre todo estructuras proteicas localizadas en el citoplasma celular y también por el coldgeno
de la matriz extracelular. Ejemplos de colorantes acidos son la fucsina acida, verde rapido,

naranja G o la eosina. (Redondo, 2007)
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c¢) Neutros:

Poseen una porcion acida y otra basica, ambas con capacidad para aportar color. Por tanto un
mismo colorante puede tefiir tanto las partes basicas como las &cidas de los tejidos. Por
ejemplo, el eosinato de azul de metileno. (Bacha, y otros, 2001)

d) Indiferentes:

Realmente no se unen a elementos de los tejidos por afinidad quimica sino porque se
disuelven en ellos. Por ejemplo, el colorante Sudan se disuelve en los lipidos y por tanto
tefiird a las gotas de lipidos, especialmente en los adipocitos. (GAzquez, y otros, 2009)

Cuando un colorante se une al tejido y refleja un color diferente al que tiene en solucion se
dice que ha ocurrido un fendmeno de metacromasia. Esto se debe a que las propiedades de
absorcion de la luz del colorante cambian al unirse a componentes celulares. Por ejemplo, el
azul de toluidina se vuelve purpura cuando se une a ciertos granulos de los mastocitos.
Cuando el colorante unido al tejido tiene el mismo color que en solucién se
denomina ortocromasia. (Dellmann, 2004)

e) Tincion general.

Una de las tinciones mas comUnmente usada en histologia es la hematoxilina-eosina sobre
cortes de parafina. Como vemos se usa un colorante basico y otro acido para tefiir de diferente
color a las estructuras &cidas y basicas de la célula. Antes de proceder a la tincion, si partimos
de cortes de parafina, tenemos que llevar a cabo unos tratamientos previos sobre las secciones
como es el desparafinado, y la hidratacién puesto que estos colorantes son hidrosolubles.
(Paniagua, 2007)

8.9.8. Marco Referencial

Los cambios en el sistema reproductivo de ratones machos inmunizados con un analogo de
GnRH-conjugado con la  hsp70  micobacteriana  (Mycobacteriumtuberculosis).
(Hannesdottirsg, y otros, 2007)

El fragmento de la regién bisagra de la inmunoglobulina G mejora la inmunogenicidad de la
hormona liberadora de gonadotropina recombinante conjugado con el epitopo de células T
helper en el disefio de vacunas peptidicas (virus del sarampion ). (XU. Y otros 2008)
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La vacunacion contra la Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) Uso de la toxina de
dominio conjugado GnRH Repeticiones de union al receptor- 1 (Pseudomonasexotoxina ).
(HSU Chiay otros, 2010)

La inmunizacion contra recombinante GnRH-1 altera ultraestructura de células gonadotropina

en un modelo experimental de jabali. (FAngFugui y otros, 2000)

9. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS.

9.1.Hipdtesis Alternativa 9.2. Hipdtesis Nula

Mediante la aplicacion del protocolo de [ Mediante la aplicacion del protocolo de
inmunoesterilizacién en ovino, cuy y conejo | inmunoesterilizacion en ovinocuy y conejo,
existe reversion respecto a la morfologia y | no existe reversion respecto a la morfologia

fisiologia testicular. y fisiologia testicular.

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

10. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL.

10.1. Descripcién de la Metodologia

El presente trabajo investigativo se llevdo a cabo en la Provincia de Cotopaxi , Canton
Latacunga , Parroquia Eloy Alfaro; sitio Universidad Técnica de Cotopaxi en el Centro
Experimental y de Produccion Salache (CEYPSA).

Se utilizardn un total de 18 animales de diferentes especies 6 conejos (Neo Zelandés), 6 cuyes

(linea peruana)y 6 ovinos(R. Merina).

Los animales de cada especie fuerdn identificados individualmente en su ficha para

determinar las principales caracteristicas, también cada animal fue identificado con una
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respectiva nomenclatura y numeracion asi conejos Ejemplo : (C1, C2,C3) cuyes Ejemplo :
(C1, C2,C3) Ejemplo : ovinos (01,02,03) etc.

10.2. Toma de muestras sanguineas Pre — Experimentacion

La primera toma de muestras de sangre se la realiz6 con todas las normas de higiene y asepsia
posible antes de inocular la vacuna Innosure. La extraccion de la muestra sanguinea fue
mediante puncion cardiaca en cuyes , conejos y en ovinos mediante la puncién en la vena
yugular , utilizando jeringas de 5 ml. Se extrajo una cantidad de 1ml de sangre a los cuyes y
conejos y 3 ml a los ovinos para realizar los analisis hormonales de las siguientes hormonas:

Hormona Luteinizante (LH), Foliculo estimulante (FSH), Testosterona (T4).

10.3. Aplicacién de la vacuna anti — GnRH

La vacuna se administré a todos los animales de las 3 especies en conejos: 1ml cuyes: 0.5 ml
y en ovinos 2 ml por via subcuténea con un intervalo de 15 dias administrandose un total de 4

dosis.

10.4. Toma de muestras sanguineas Post — Experimentacién

La Segunda toma de muestras de sangre se la realiz6 después de inocular las 4 dosis de la
vacunalnnosure la cual su duracion fue de dos meses,con todas las normas de higiene y
asepsia posible. La extraccion de la muestra sanguinea fue mediante puncion cardiaca en
cuyes , conejos y en ovinos mediante la puncién en la vena yugular utilizando jeringas de 5
ml. Se extrajo una cantidad de 1ml de sangre a los cuyes y conejos y 3 ml a los ovinos para
realizar los analisis hormonales de las siguientes hormonas: Hormona Luteinizante (LH),

Foliculo estimulante (FSH), Testosterona (T4).

10.5. Extraccion de los testiculos (Orquiectomia) a los 3 primeros

animales de cada especie.

La extraccion de los testiculos de las tres especies de animales se la realiz6 mediante la
técnica de castracion pre-escrotal mediante una sola incision. La castracion se la realizé a

todos los animales para posteriormente los testiculos someterlos a un estudio histologico.
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10.6. Tiempo de reposo

Los 3 animales sobrantes de cada especie tuvieron un tiempo de reposo es decir, sin la
inoculacion de la vacuna con el objetivo de verificar si es que existe reversion 0 no en este

lapso de tiempo.

La Tercera toma de muestras de sangre se la realizo al cumplirse dos meses en tiempo de
reposo con todas las normas de higiene y asepsia posible.La extraccién de la muestra
sanguinea fue mediante puncion cardiaca en cuyes , conejos y en ovinos mediante la puncion
en la vena yugular utilizando jeringas de 5 ml. Se extrajo una cantidad de 1ml de sangre a los
cuyes y conejos y 3 ml a los ovinos para realizar los andlisis hormonales de las siguientes

hormonas: Hormona Luteinizante (LH), Foliculoestimulante (FSH), Testosterona (T4).
10.7. Extraccion de los testiculos (Orquiectomia) después del tiempo de reposo.

La extraccion de los testiculos de las tres especies de animales se la realiz6 mediante la
técnica de castracion pre-escrotal mediante una sola incision. La castracion se la realizd a

todos los animales para posteriormente los testiculos someterlos a un estudio histoldgico.
10.8. Recursos Materiales

e Alcohol

e Mandil

e (Gasas

e Algoddn

e Anestésicos

e Antibioticos

e Equipo basico de cirugia
e Escalimétro

e Guantes

e Jeringuillas

e Mandil

e Rasuradora

e Recipientes estériles

e Tubos sin anticoagulante

e Termo de transporte



10.8.1. Bioldgicos

Vacuna anti-GnRH (Innosure)

10.8.2. Materiales de oficina

Anillados
Carpeta
Camara digital
Calculadora
Computadora
Cuaderno
Empastados
Esferogréafico
Flash memory
Resma de hojas

10.8.3. Técnicas e Instrumentos
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No.

TECNICAS

INSTRUMENTOS

¢+ Revisién bibliografica

Base de datos: libros de anatomia y
fisiologia veterinaria, revisitas
electronicas, revisitas fisicas, paginas
web, revistas indexadas en Latindex,
Scielo, Scopus, o Crossref articulos
cientificos, base de datos PUBMED.

/7

% Internet

++ Observacion de campo

% Registros de Morfometria
testicular.

¢ Registros de Peso.
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«» Seleccion de los animales

X/
L X4

3 Administracién de la

%+ Técnica de fichaje vacuna
«» Obtencion de las muestras
« Técnica de esterilizacion
quirdrgica

%+ Proceso histoldgico.

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

10.8.3.1. Métodos

10.8.3.1.1.  Método Hipotético
Es el procedimiento o camino que sigue el investigador para hacer de su actividad una
practica cientifica. EI método hipotético tiene varios pasos esenciales: observacion del
fendmeno a estudiar, creacion de una hipotesis para explicar dicho fendmeno, deduccién de
consecuencias 0 proposiciones mas elementales que la propia hipdtesis, y verificacion o
comprobacion de la verdad de los enunciados deducidos comparandolos con la experiencia.
Este método obliga al cientifico a combinar la reflexion racional o momento racional (la
formacion de hipotesis y la deduccion) con la observacion de la realidad o momento empirico

(la observacidn y la verificacion). (Pooper, 2007)

Mediante el método hipotético se presumid que con la aplicacion de la vacuna anti GnRH los
niveles hormonales de LH, FSH,TESTOSTERONA disminuyen, también se supuso cambios
a nivel histologico en las estructuras de los testiculos se consiguié suprimir la capacidad

reproductiva de los conejos, cuyes y ovinos.
10.8.3.1.2. Meétodo Deductivo

El método deductivo consiste en la totalidad de reglas y procesos, con cuya ayuda es posible
deducir conclusiones finales a partir de unos enunciados supuestos llamados premisas si de
una hipotesis se sigue una consecuencia y esa hipotesis se da, entonces, necesariamente, se da

la consecuencia. .(Bunge, 2008)


http://www.monografias.com/trabajos/tesisgrado/tesisgrado.shtml
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Se supuso que la vacuna anteriormente descrita va a bloquear la produccién de GnRH
actuando directamente en los testiculos de los conejos, cuyes y ovinos disminuyendo su

capacidad reproductiva.

10.8.3.1.3.  Método Experimental
Método en el que el investigador manipula una o0 mas variables de estudio, para controlar el
aumento o disminucion de esas variables y su efecto en las conductas observadas. Dicho de
otra forma, un experimento consiste en hacer un cambio en el valor de una variable (variable

independiente) y observar su efecto en otra variable (variable dependiente).(Pooper, 2007)

El método experimental permitio conocer con exactitud si la vacuna anti GnRH tuvo
efectividad disminuyendo la capacidad reproductiva del ovino, cuy y conejo tanto en los

niveles hormonales como histolégicamente en su tejido.
10.8.4. Técnicas
10.8.4.1. Técnica de Observacion

Consiste en observar atentamente el fendémeno, hecho o caso, tomar informacion y registrarla
para su posterior analisis. Es un elemento fundamental de todo proceso investigativo; en ella

se apoya el investigador para obtener el mayor numero de datos. (Pimienta, 2012)
10.8.4.2. Técnica de fichaje

Se utilizo la técnica de observacion en todo el proceso investigacion desde la seleccidn de los
animales, administracion de la vacuna, obtencion de las muestras, técnica de esterilizacion

quirdrgica, proceso histoldgico y asi obtener los datos que arrojaba esta investigacion.

El fichaje es una técnica auxiliar de todas las demas técnicas empleada en investigacion
cientifica; consiste en registrar los datos que se van obteniendo en los instrumentos llamados
fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas contienen la mayor parte de la

informacidn que se recopila en una investigacion. (Bavaresco, 2006)

Se empled esta técnica de investigacion para llevar un registro documental de todos los datos

gue se obtuvieron durante todo el proceso de investigacion.
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10.8.5. Disefio Experimental

10.8.5.1 T de Student

Se empleara un disefio t de Student para detectar la existencia de diferencias significativas

entre las medias de una determinada variable cuantitativa en dos grupos de datos, Es una

prueba estadistica que nos permitira evaluar si dos grupos difieren estadisticamente entre si,

de manera significativa respecto a sus medias. ES una prueba apropiada para comparar los

promedios de dos grupos, y especialmente apropiado como analisis para el disefio

experimental de solo post test de dos grupos al azar. Esta opcién debe utilizarse cuando la

comparacion se realice entre las medias de dos poblaciones independientes (los individuos de

una de las poblaciones son distintos a los individuos de la otra). La prueba calcula estadisticos

descriptivos para cada grupo, la igualdad de varianzas, asi como los valores de t para

varianzas iguales y desiguales y el intervalo de confianza del 95% para la diferencia de

medias.

Cuadro 1: Distribucion y Disefio del Experimento

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
BLOQUE Toma de muestras Inoculacion de la Inoculacion de la Inoculacion de la Inoculacion de la Toma de muestras
vacuna Anti GnRH vacuna Anti GnRH vacuna Anti GnRH vacuna Anti GnRH
Control Control
Control Control Control Control
Bloque 1 Muestras sanguineas, Muestras sanguineas,
morfometria testicular, morfometria
Ovino 2ml 2ml 2ml 2ml
histologia testicular, histologia
Bloque 2 Muestras sanguineas, Muestras sanguineas,
morfometria testicular, morfometria
Cuy 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
histologia testicular, histologia
Bloque 3 Muestras sanguineas, Muestras sanguineas,
morfometria testicular, morfometria
Conejo ml ml iml iml
histologia testicular, histologia

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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Caracteristicas:

e Se utiliza en muestras pequefias de 30 0 menos elementos.

e Ladesviacion estdndar de la poblacion no se conoce.

e La distribucion t-Student es menor en la media y mas alta en los extremos que una
distribucion normal.

e Tiene mayor parte de su area en los extremos que la distribucién normal

Cuadro?2 :Anova
Fuentes de Grados de

Variacion (F.V.) | Libertad (G.L.)

Tratamientos 3
Error 14
Total 11

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

10.8.6. Variables

Cuadro 3: Cuadro de Variables

VARIABLE VARIABLE INDICADORES
INDEPENDIENTE DEPENDIENTE
e  Morfometria testicular cm
e Diametro del testiculo. m
e Longitud de testiculos ¢
e Grosor de la pared del mm
) escroto
Vacuna anti e Diametro de los tubulos ug
GNRH seminiferos.
Hormonas : ng/ml

e LH ng/ml
e FSH
e TESTOSTERONA ng/ml
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

En el presente experimento se analizaron los resultados obtenidos, determinando los niveles
de concentracion hormonal pre, durante y post experimentacion con relacion a FSH, LH y

testosterona; asi, como la morfometria e histologia testicular.

11.1. Niveles de concentracién hormonal en las especies evaluadas.

Niveles de Concentraciones Hormonales en cuyes, conejos y ovinos pre — durante y post

aplicacion de la vacuna.

Cuadro N° 4: Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (LH, mUI/ml)

11.1.1. Hormona LH

Posterior a la
Antes de lavacuna | Durante la vacuna vacuna
ESPECIE LH mUl/ml LH mUl/ml LH mUl/ml
CuUY 1 0,558 0,607 0,629
CUY 2 0,554 0,511 0,612
CUY 3 0,548 0,501 0,638
CUY 4 0,512 0,415 0,686

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 1: Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (LH, mUl/ml )

0.8
0.7
0,6 -~
—
e o ————— Antes de lavacuna LH
0.5
\ m U ml
0,4 Durante la vacuna LH
muUlSml
0.3
Posterior a la vacuna
0,2 LH mui ml
0.1
o T T T
1 z 3 a

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el CuadroN° 4y en el Figura N° 1se presenta los niveles de concentracion de hormonas
LH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de LH. Asi, los niveles de LH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastracion fue de 0,512 a 0,558muUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,415 a 0,607 mUI/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de LH son superiores presentando valores de 0,612 a 0,686 mUl/ml.
Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico, efecto de la
vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdoscerdos(EFSA,
2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas
de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de esteroides como la
testosterona y la androstenona, y una disminucion de su concentracién, y reduccion del
tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al.,
2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N° 1 :Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,5085 0,6413
Varianza 0,0062 0,0010
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,7277

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -2,5546

P(T<=t) una cola 0,0418

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0836

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 1, esta nos indica que no existe diferencia estadistica

significativa con relacién a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0836) es mayor que el nivel
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de significancia (0,05) en relacién a los niveles de concentracion de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Sin embargo, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Y el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisioldgica post
vacuna, que concuerda con lo reportado por(Pauly, C., et, al., 2009) en cerdos.

11.2. Hormona FSH

CuadroN°5: Niveles de Concentracion Hormonal en Cuy (FSH, mUI/ ml)

Durante la Posterior a la
Antes de la vacuna vacuna vacuna
ESPECIE FSH muUl/ml FSH muUl/ml FSH muUl/ml
Cuy 1 0,100 0,100 0,100
CUY 2 0,115 0,100 0,134
CUY 3 0,125 0,101 0,111
CUY 4 0,125 0,104 0,115

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 2: Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (FSH, mUl/ml
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Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 5, y en el Figura N° 2 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
FSH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de FSH. Asi, los niveles de FSH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastracion fue de 0,100 a 0,125mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,100 a 0,104 mUl/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de FSH son superiores presentando valores de 0,100 a 0,134
mUI/ml. Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico, efecto
de la vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdos.
Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas de dos dosis, para que
provoque una supresion de la produccion de esteroides como la testosterona y la
androstenona, y una disminucion de su concentracion, y reduccién del tamafio de los
testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al., 2003;Zamaratskaia et al.,
2008).

Tabla N° 2: Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable1 Variable 2

Media 0,0910 0,1170
Varianza 0,0001 0,0001
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,2668

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -3,56327

P(T<=t) una cola 0,0193

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0386

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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Como se observa en la Tabla N° 2, esta nos indica que existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona FSH, ya que el p-valor (0,0386) es menor que el nivel
de significancia (0,05) en relaciébn a los niveles de concentracion de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Yy el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de la funcién

fisioldgica post vacuna,que concuerda con lo reportado por(Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.3. Hormona Testosterona

Cuadro 6: Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (Testosterona ng/ml)

Antes de lavacuna | Durante lavacuna | Posterior a la vacuna
TESTOSTERONA | TESTOSTERONA TESTOSTERONA
ESPECIE ng/ml ng/mi ng/mi
CuY 1 9,12 1,83 8,55
CUY 2 8,75 0,99 6,99
CUY 3 9,25 1,74 7,01
CuUY 4 8,43 2,37 6,48

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 3 :Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (Testosterona ng/ml)
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Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 6, y en la Figura N° 3 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
Testosterona, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen
diferencias numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los
niveles de concentracion de testosterona. Asi, los niveles de tesostrona antes de la aplicacion
de la vacuna de inmunocastracion fue de 8,43 a 9,25ng/ml, y disminuyeron por efecto de la
vacuna a rangos de 0,99 a 2,37 ng/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de FSH son superiores presentando valores de 6,48 a 8,55 ng/ml. Se
considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisiologico, efecto de la vacuna 'y
reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdoscerdos(EFSA, 2004;
Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de més de dos
dosis, para que provoque una supresion de la produccién de esteroides como la testosterona y
la androsterona, y una disminucion de su concentracion, y reduccion del tamafio de los
testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al., 2003;Zamaratskaia et al.,
2008).

Tabla N° 3: Prueba t para medias de dos muestras

emparejadas

Variable 1 Variable2
Media 1,7325 7,2575
Varianza 0,3224 0,8026
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de
Pearson -0,1133
Diferencia hipotética de las
medias 0,0000
Grados de libertad 3,0000
Estadistico t -9,9220
P(T<=t) una cola 0,0011
Valor critico de t (una cola) 2,3534
P(T<=t) dos colas 0,0022

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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Como se observa en la Tabla N° 3, esta nos indica que existe diferencia estadistica
significativa con relacion a la hormona testosterona, ya que el p-valor (0,0022) es menor que
el nivel de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Yy el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisiologica
importante post vacuna, que concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en

cerdos.

11.4. Niveles de Concentracién Hormonal en conejos (LH, FSH,
Testosterona) mUl/ml-ng/ml.

Cuadro N° 7 : Niveles de Concentracion Hormonal en conejos (LH, mUI/ml)

Posterior a la
Antes de lavacuna | Durante la vacuna vacuna
ESPECIE LH mUl/ml LH mUl/ml LH mUl/ml
CONEJO 1 0,580 0,598 0,591
CONEJO 2 0,560 0,589 0,599
CONEJO 3 0,575 0,501 0,587
CONEJO 4 0,560 0,43 0,671

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
Figura N° 4 : Niveles de Concentracion Hormonal en cuy (LH, mUl/ml)
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Fuente : Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 7, y en el Figura N°4 se presenta los niveles de concentracién de hormonas
LH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de LH. Asi, los niveles de LH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastraciéon fue de 0,560 a 0,580mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,430 a 0,589 mUI/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de LH son superiores presentando valores de 0,587 a 0,671 mUl/ml.
Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisiologico, efecto de la
vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdoscerdos(EFSA,
2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas
de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de esteroides como la
testosterona y la androstenona, y una disminucion de su concentracién, y reduccion del
tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al.,
2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N° 4 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,5295 0,6120
Varianza 0,0063 0,0016
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,7797

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -1,4584

P(T<=t) una cola 0,1204

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,2408

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente : Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Como se observa en la Tabla N° 4, esta nos indica que no existe diferencia estadistica

significativa con relacién a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0836) es mayor que el nivel
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de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracién de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Sin embargo, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Y el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisioldgica post
vacuna,que concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.5. Hormona FSH

Cuadro N° 8 : Niveles de Concentracion Hormonal en conejos (FSH,mUI/ml)

Durante la Posterior a la
Antes de la vacuna vacuna vacuna
ESPECIE FSH muUl/ml FSH muUl/mi FSH muUl/ml
CONEJO
1 0,100 0,100 0,025
CONEJO
2 0,127 0,111 0,038
CONEJO
3 0,100 0,067 0,042
CONEJO
4 0,099 0,086 0,018

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 5:Niveles de Concentracién Hormonal en conejos (FSH, mUl/ml)
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Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En el Cuadro N° 8, y en la Figura N° 5 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
FSH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numericas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de FSH. Asi, los niveles de FSH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastracion fue de 0,099 a 0,127mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,067 a 0,111 mUI/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de FSH son superiores presentando valores de 0,018 a 0,042
mUI/ml. Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico, efecto
de la vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdos(EFSA,
2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas
de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de esteroides como la
testosterona y la androsterona, y una disminuciéon de su concentracion, y reduccion del
tamafo de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al.,
2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N° 5 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,0910 0,0308
Varianza 0,0004 0,0001
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,1775
Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t 5,0879

P(T<=t) una cola 0,0073

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0147

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017



Como se observa en la Tabla N° 5, esta nos indica que
significativa con relacion a la hormona FSH, ya que el p-valor (0,0147) es menor que el nivel
de significancia (0,05) en relaciébn a los niveles de concentracion de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados y el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 1 establece que sus niveles de concentracion son superiores al

de la variable 2 (reversion); por tanto, reflejarian un efecto de supresién permanente respecto

ala FSH.

11.6.

Cuadro N° 9: Niveles de Concentracion Hormonal en conejos (Testosterona ng/ml)

Hormona Testosterona

existe diferencia estadistica

Posterior a la
Antes de la vacuna Durante la vacuna vacuna
TESTOSTERONA TESTOSTERONA TESTOSTERONA
ESPECIE ng/ml ng/mi ng/mi
CONEJO 1 0,682 0,025 0,196
CONEJO 2 0,572 0,031 0,148
CONEJO 3 0,465 0,044 0,132
CONEJO 4 0,399 0,051 0,123

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 6 : Niveles de Concentracién Hormonal en conejos (Testosterona ng/ml)
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Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En el Cuadro N° 9, y en la Figura N° 6 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
Testosterona, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen
diferencias numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los
niveles de concentracion de testosterona. Asi, los niveles de testosterona antes de la aplicacion
de la vacuna de inmunmocastracion fue de 0,399 a 0,682ng/ml, y disminuyeron por efecto de
la vacuna a rangos de 0,025 a 0,051 ng/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna
los niveles de concentracion de FSH son levemente superiores presentando valores de 0,123 a
0,196 ng/ml. Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisiologico,
efecto de la vacuna y reversién, reportados y comparados con los datos obtenidos en
cerdos(EFSA, 2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la
aplicacion de mas de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de
esteroides como la testosterona y la androsterona, y una disminucién de su concentracion, y
reduccion del tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et
al., 2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N ° 6 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,0378 0,1498
Varianza 0,0001 0,0011
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,9008

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -5,1470

P(T<=t) una cola 0,0071

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0142

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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Como se observa en la Tabla N° 6, esta nos indica que existe diferencia estadistica
significativa con relacién a la hormona testosterona, ya que el p-valor (0,071) es menor que el
nivel de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracién de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados y el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisiologica

importante post vacuna,que concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.7. Niveles de Concentracién Hormonal en ovinos (LH, FSH,
Testosterona) mUl/ml

Cuadro N° 10: Niveles de Concentracién Hormonal en ovinos (LH, mUl/ml)

Antes de la Durante la
vacuna vacuna Posterior a la vacuna
ESPECIE LH mUl/ml LH mUl/ml LH mUl/ml
OVINO 1 0,617 0,63 0,690
OVINO 2 0,611 0,631 0,699
OVINO 3 0,617 0,623 0,712
OVINO 3 0,542 0,412 0,625

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 7 : Niveles de Concentracién Hormonal en ovinos (LH, mUl/ml)
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Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 10, y la figura N° 7 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
LH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de LH. Asi, los niveles de LH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastracion fue de 0,412 a 0,631mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,415 a 0,607 mUI/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de LH son superiores presentando valores de 0,625 a 0,712 mUl/ml.
Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico, efecto de la
vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdoscerdos(EFSA,
2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas
de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de esteroides como la
testosterona y la androsterona, y una disminucion de su concentracion, y reduccién del

tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005.

Tabla N° 7 :Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,5740 0,6815
Varianza 0,0117 0,0015
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,9653

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -3,0117

P(T<=t) una cola 0,0286

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0571

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
Como se observa en la Tabla N° 7 , esta nos indica que no existe diferencia estadistica

significativa con relacién a la hormona LH, ya que el p-valor (0,0571) es mayor que el nivel

de significancia (0,05) en relaciébn a los niveles de concentracion de los animales
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inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Sin embargo, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Yy el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisiologica post

vacuna, que concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.8. Hormona FSH

Cuadro N° 11 : Niveles de Concentracién Hormonal en ovinos (FSH,mUI/ml)

Durante la Posterior a la
Antes de la vacuna vacuna vacuna
ESPECIE FSH mUl/mi FSH mUl/mi FSH mUI/ml
OVINO 1 0,100 0,100 0,105
OVINO 2 0,105 0,098 0,125
OVINO 3 0,109 0,087 0,121
OVINO 4 0,101 0,079 0,117

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 8 : Niveles de Concentracion Hormonal en ovinos (FSH, mUl/ml)
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Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 11,y la Figura N° 8 se presenta los niveles de concentracion de hormonas
FSH, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que existen diferencias
numéricas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores en los niveles de
concentracion de FSH. Asi, los niveles de FSH antes de la aplicacion de la vacuna de
inmunocastraciéon fue de 0,100 a 0,209mUl/ml, y disminuyeron por efecto de la vacuna a
rangos de 0,079 a 0,100 mUI/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis de vacuna los
niveles de concentracion de FSH son superiores presentando valores de 0,105 a 0,125
mUI/ml. Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico, efecto
de la vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en cerdos(EFSA,
2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizacion se realiza mediante la aplicacion de mas
de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de esteroides como la
testosterona y la androsterona, y una disminucion de su concentracion, y reduccién del
tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et al.,
2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N° 8 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,0910 0,1170
Varianza 0,0001 0,0001
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,2668
Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -3,56327

P(T<=t) una cola 0,0193

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0386

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Como se observa en la Tabla N°8, esta nos indica que existe diferencia estadistica

significativa con relacion a la hormona FSH, ya que el p-valor (0,0386) es menor que el nivel



60

de significancia (0,05) en relacién a los niveles de concentracion de los animales
inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los
valores de la medias entre los inmunocastrados Y el efecto de reversion, determinando que el
valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al
de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisioldgica post

vacuna, que concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.9. Hormona Testosterona

Cuadro N° 12:Niveles de Concentracion Hormonal en ovinos (Testosterona ng/ml)

Antes de la vacuna Durante la vacuna Posterior a la vacuna

TESTOSTERONA | TESTOSTERONA TESTOSTERONA
ESPECIE ng/mi ng/mi ng/mi
OVINO 1 1,54 0,025 0,137
OVINO 2 1,97 0,028 0,144
OVINO 3 1,26 0,031 0,157
OVINO 4 1,66 0,033 0,128

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 9:Niveles de Concentracién Hormonal en ovinos (Testosterona ng/ml)
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Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En el Cuadro N° 12 , y en la Figura N° 9 se presenta los niveles de concentracion de
hormonas Testosterona, pre, durante y post experimentacion, en las que se observa que
existen diferencias numericas entre los promedios, presentando rangos superiores e inferiores
en los niveles de concentracion de testosterona. Asi, los niveles de testosterona antes de la
aplicacion de la vacuna de inmunocastracion fue de 1,26 a 1,97ng/ml, y disminuyeron por
efecto de la vacuna a rangos de 0,025 a 0,033 ng/ml; sin embargo 60 dias post ultima dosis
de vacuna los niveles de concentracion de FSH son superiores presentando valores de 0,128 a
0,157 ng/ml. Se considera que esos valores se ajustan a los efectos del estado fisioldgico,
efecto de la vacuna y reversion, reportados y comparados con los datos obtenidos en
cerdos(EFSA, 2004; Thun et al., 2006). Ademas, la inmunizaciéon se realiza mediante la
aplicacion de mas de dos dosis, para que provoque una supresion de la produccion de
esteroides como la testosterona y la androsterona, y una disminucion de su concentracion, y
reduccion del tamafio de los testiculos (Dunshea et al., 2001; Jaros et al., 2005; McCauly et
al., 2003;Zamaratskaia et al., 2008).

Tabla N° 9 :Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 0,0293 0,1415
Varianza 0,0000 0,0001
Observaciones 4,0000 4
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,0584

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 3,0000

Estadistico t -17,3767

P(T<=t) una cola 0,0002

Valor critico de t (una cola) 2,3534

P(T<=t) dos colas 0,0004

Valor critico de t (dos colas) 3,1824

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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existe diferencia estadistica

significativa con relacion a la hormona testosterona, ya que el p-valor (0,0004) es menor que

el nivel de significancia (0,05) en relacion a los niveles de concentracion de los animales

inmunocastrados respecto al efecto de reversion. Ademas, se observa diferencias en los

valores de la medias entre los inmunocastrados y el efecto de reversion, determinando que el

valor de la media de la variable 2 establece que sus niveles de concentracion son superiores al

de la variable 1 (inmunocastrados); por tanto, reflejarian una recuperacion de fisioldgica

importante post vacunaque concuerda con lo reportado por (Pauly, C., et al., 2009) en cerdos.

11.10. Morfometria testicular

11.10.1.

Mediciones de los testiculos Cuyes

Cuadro N° 13 : Mediciones testiculares (cm) inmunocastrados

Cuyes - Promedios -Inmunocastrados y de
Reversion
Semana Ancho de testiculo | Ancho de testiculo | Largo de testiculo | Largo de testiculo
vacuna cm reversion cm vacuna cm reversion cm
1 1,51 2,25 1,84 2,45
2 1,55 2,23 1,73 2,42
3 1,61 2,36 1,8 2,52
4 1,66 2,75 1,79 3,15
4 1,94 2,76 1,48 3,27
6 2,15 2,71 1,59 3,19

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 10 :Mediciones testiculares (cm) inmunocastrados.
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Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Respecto al Cuadro N° 13 y Figura N° 10, se presenta los promedios (testiculo derecho e
izquierdo) de la morfometria testicular de los individuos inmunocastrados y su relacion al
efecto de reversion respecto al ancho y largo testicular en cuyes, se
observa que las diferencias numéricas de promedios en relacién a la morfologia testicular
(longitud y ancho testicular) son importantes. Estas diferencias son independientes en cada
individuo, sin embargo se evidencia que posterior a la vacuna el testiculo va recuperando
progresivamente su tamafio. Concordando con (YU. L; Y colaboradores, 2002) quienes
investigaron la administraron intraperitoneal de hormona liberadora de gonadotropina-PE40,
determinando induccion a la castracion en las ratas macho, generando alteracién estructural y
funcional en el sistema reproductivo, que es muy similar a los efectos generados obtenidos
respecto a la inmunosupresion del desarrollo gonadal. Por lo tanto, se considera que en el caso
de los inmunoesterilizados 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; y colaboradores. 2007) en el que

describen el efecto sobre las gbnadas de terneros utilizando anti GnRH.

11.10.2. Ancho de testiculo
vacuna vs reversion

Tabla N° 10 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable2

Media 1,7367 2,5100
Varianza 0,0641 0,0657
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,7561

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000

Estadistico t -10,6449

P(T<=t) una cola 0,0001

Valor critico de t (una cola) 2,0150
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P(T<=t) dos colas 0,0001
Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 10, se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,0001) en relacion
a la medicion del promedio del ancho testicular post-experimentacion. Por lo tanto se rechaza
la hipdtesis nula y se determina que existen diferencias entre los individuos inmunocastrados
y su relacién de reversion. Ademas, se considera que la aplicacion de la vacuna influye en la
concentracion sérica de FSH, LF y testosterona, y esta interviene directamente en el
desarrollo testicular, sin embargo posterior a 60 dias de retiro de la vacuna se observa
recuperacion significativa del tamafio testicular, asi como una diferencia considerable entre

las medias de la variable 2 respecto la variable 1.

11.10.3. Largo del testiculo vacuna vs

reversion

Tabla N° 11 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 1,7050 2,8333
Varianza 0,0198 0,1668
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,7108
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 5,0000
Estadistico t -5,3359
P(T<=t) una cola 0,0015
Valor critico de t (una cola) 2,0150
P(T<=t) dos colas 0,0031
Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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En la tabla N° 11 se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,0031) en relacion a
la medicion del promedio del largo testicular post-experimentacion. Por lo tanto se rechaza la
hipdtesis nula y se determina que existen diferencias entre los individuos inmunocastrados y
su relacion de reversion. Ademas, se considera que la aplicacion de la vacuna influye en la
concentracion sérica de FSH, LF y testosterona, y esta interviene directamente en el
desarrollo testicular, sin embargo posterior a 60 dias de retiro de la vacuna se observa
recuperacion significativa del tamafio testicular, asi como una diferencia considerable entre

las medias de la variable 2 respecto la variable 1.

11.10.4. Mediciones de los testiculos Conejos

Cuadro N° 14: Mediciones testiculares (cm) inmunocastrados.

Conejos - Promedios - Inmunocastrados y de
Reversion
] Largo de Largo de
Ancho de Ancho de testiculo
Semana ] . testiculo vacuna testiculo
testiculo vacuna reversion cm .
cm reversion cm
cm
1 1,51 1,73 1,84 1,41
2 1,55 1,63 1,73 1,43
3 1,61 1,74 1,8 1,41
4 1,66 1,29 1,79 1,35
4 1,94 1,31 1,48 1,38
6 2,15 1,27 1,59 1,53

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Figura N° 11 :Mediciones testiculares (cm) inmunocastrados.
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Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Respecto al Cuadro N° 14 y Figura N°11 ,se presenta los promedios (testiculo derecho e
izquierdo) de la morfometria testicular de los individuos inmunocastrados y su relacion al
efecto de reversion respecto al ancho y largo testicular en conejos, se observa que las
diferencias numéricas de promedios en relacion a la morfologia testicular (longitud y ancho
testicular) no son determinantes. Estas diferencias son independientes en cada individuo, sin
embargo se evidencia que posterior a la vacuna el testiculo no va recuperando
progresivamente su tamafio. Concordando con (YU. L; Y colaboradores, 2002) quienes
investigaron la administraron intraperitoneal de hormona liberadora de gonadotropina-PE40,
determinando induccidn a la castracion en las ratas macho, generando alteracion estructural y
funcional en el sistema reproductivo, que es muy similar a los efectos generados obtenidos
respecto a la inmunosupresion del desarrollo gonadal. Por lo tanto, se considera que en el caso
de los inmunoesterilizados 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; y colaboradores. 2007) en el que

describen el efecto sobre las gonadas de terneros utilizando anti GnRH.

11.10.5. Ancho de
testiculo vacuna vs
reversion

Tabla N° 12 :Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable1 Variable2

Media 1,7367 1,4950
Varianza 0,0641 0,0521
Observaciones 6,0000 6

Coeficiente de correlacion de Pearson -0,7770

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000
Estadistico t 1,3046
P(T<=t) una cola 0,1244

Valor critico de t (una cola) 2,0150
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P(T<=t) dos colas 0,2489
Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 12 se observa que no existe diferencia significativa p-valor (2,5706) en
relacion a la medicion del promedio del ancho testicular post-experimentacion. Por lo tanto se
rechaza la hipoétesis alternativa y se determina que existen no existen diferencias entre los
individuos inmunocastrados y su relacion de reversion. Ademas, se considera que la
aplicacion de la vacuna pese a que influye en la concentracion sérica de FSH, LF y
testosterona, y esta interviene directamente en el desarrollo testicular; posterior a 60 dias de
retiro de la vacuna se observa que no existe recuperacion significativa del tamafio testicular,
asi la diferencia entre las medias de la variable 2 respecto la variable 1 indican gue no existe

recuperacion del ancho del testiculo.

11.10.6. Largo del
testiculo vacuna vs

reversion

Tabla N° 13 : Prueba t para medias de dos muestras

emparejadas
Variable 1 Variable2
Media 1,7050 1,4183
Varianza 0,0198 0,0038
Observaciones 6,0000 6

Coeficiente de correlacion de Pearson -0,2695

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000
Estadistico t 4,1795
P(T<=t) una cola 0,0043
Valor critico de t (una cola) 2,0150
P(T<=t) dos colas 0,0087

Valor critico de t (dos colas) 2,5706
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Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 13 se observa que existe diferencia significativa p-valor (0,0087) en relacion a
la medicion del promedio del largo testicular post-experimentacién. Por lo tanto se rechaza la
hipdtesis nula y se determina que existen diferencias entre los individuos inmunocastrados y
su relacion de reversion. Ademas, se considera que la aplicacion de la vacuna influye en la
concentracion sérica de FSH, LF vy testosterona, y esta interviene directamente en el
desarrollo testicular, sin embargo posterior a 60 dias de retiro de la vacuna se observa
recuperacion significativa del tamafio testicular en relacion al largo, asi como una diferencia

considerable entre las medias de la variable 2 respecto la variable 1.

11.10.7. Mediciones de los testiculos Ovinos

Cuadro N° 15: Medicionestesticulares (cm) inmunocastrados.

Ovinos - Promedios -Vacuna
vs Reversion
Anc
ho
) Largot _
Sema | Anchot | Anchotesizq | Largot ~ | Anchot| test Largotesizq
Largotesizq ] es der
na | esder vac cm es der esder | izq rev cm
vac cm revcm
vac cm vac cm rev cm| rev
cm
1 2,86 2,95 512 5,92 282 |262| 5,6 5,98
2 2,86 2,95 6,08 6,54 2,78 | 2,84 | 4,98 4,84
3 2,96 3,05 6,12 6,02 3 2,93 | 5,68 55
4 3 31 58 5,68 303 [295| 58 5,65
5 3,26 3,16 5,48 5,16 3,18 | 29 | 583 5,85
6 3 2,98 5,28 5,36 37 [345] 7.1 7,25

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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Figura N° 12: Mediciones testiculares (cm) inmunocastrados
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Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

Respecto al Cuadro N° 15 yFigura N°12 , se presenta los promedios (testiculo derecho e
izquierdo) de la morfometria testicular de los individuos inmunocastrados y su relacion al
efecto de reversion respecto al ancho y largo testicular en ovinos, se observa que las
diferencias numéricas de promedios en relacién a la morfologia testicular (longitud y ancho
testicular) no son determinantes. Estas diferencias son independientes en cada individuo, sin
embargo se evidencia que posterior a la vacuna el testiculo no va recuperando
progresivamente su tamafio. Concordando con (YU. L; Y colaboradores, 2002) quienes
investigaron la administraron intraperitoneal de hormona liberadora de 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 obtenidos
respecto a la inmunosupresion del desarrollo gonadal. Por lo tanto, se considera que en el caso
de los inmunoesterilizados 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; y colaboradores. 2007) en el que
describen el efecto sobre las gonadas de terneros utilizando anti GnRH
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11.10.8. Ancho del
testiculo derecho
Vacuna vs Reversién

Tabla N° 14 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 2,9900 3,0850
Varianza 0,0216 0,1122
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson  0,4389

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000

Estadistico t -0,7733

P(T<=t) una cola 0,2371

Valor critico de t (una cola) 2,0150

P(T<=t) dos colas 0,4743

Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 14 se observa que no existe diferencia significativa p-valor (2,5706) en
relacion a la medicion del promedio del ancho testicular post-experimentacion. Por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa y se determina que existen no existen diferencias entre los
individuos inmunocastrados y su relacion de reversion. Ademas, se considera que la
aplicacion de la vacuna pese a que influye en la concentracion sérica de FSH, LF y
testosterona, y esta interviene directamente en el desarrollo testicular; posterior a 60 dias de
retiro de la vacuna se observa que no existe recuperacion significativa del tamarfio testicular,
sin embargo existe diferencia entre las medias de la variable 2 respecto la variable 1, por tanto

la recuperacion podria ser lenta y progresiva.
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11.10.9. Ancho del testiculo
izquierdo vacuna vs reversion

Tabla N° 15 : Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variablel Variable 2

Media 3,0317 2,9483
Varianza 0,0075 0,0748
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,0280

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000
Estadistico t 0,7175

P(T<=t) unacola 0,2526

Valor critico de t (una cola) 2,0150

P(T<=t) dos colas 0,5052

Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 15 , se observa que no existe diferencia significativa p-valor (2,5706) en
relacion a la medicion del promedio del ancho testicular post-experimentacion. Por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa y se determina que existen no existen diferencias entre los
individuos inmunocastrados y su relacion de reversion. Ademas, se considera que la
aplicacion de la vacuna pese a que influye en la concentracion serica de FSH, LF y
testosterona, y esta interviene directamente en el desarrollo testicular; posterior a 60 dias de
retiro de la vacuna se observa gque no existe recuperacion significativa del tamafio testicular,
asi la diferencia entre las medias de la variable 2 respecto la variable 1 indican que no existe

recuperacion del ancho del testiculo.
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11.10.10. Largo del testiculo derecho

vacuna vs reversion

Tabla N° 16:Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variablel Variable 2

Media 5,6467 5,8317
Varianza 0,1750 0,4823
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,5428
Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000

Estadistico t -0,4595

P(T<=t) una cola 0,3326

Valor critico de t (una cola) 2,0150

P(T<=t) dos colas 0,6652

Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 16 se observa que no existe diferencia significativa p-valor (2,5706) en
relacion a la medicion del promedio del ancho testicular post-experimentacion. Por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa y se determina que existen no existen diferencias entre los
individuos inmunocastrados y su relacion de reversion. Ademas, se considera que la
aplicacion de la vacuna pese a que influye en la concentracion sérica de FSH, LF y
testosterona, y esta interviene directamente en el desarrollo testicular; posterior a 60 dias de
retiro de la vacuna se observa gque no existe recuperacion significativa del tamafio testicular,
asi la diferencia entre las medias de la variable 2 respecto la variable 1 indican que no existe

recuperacion del ancho del testiculo.
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11.10.11. Largo del testiculo izquierdo

vacuna vs reversion

Tabla N° 17: Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 5,7800 5,8450
Varianza 0,2451 0,6319
Observaciones 6,0000 6
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,7122

Diferencia hipotética de las medias 0,0000

Grados de libertad 5,0000

Estadistico t -0,1328

P(T<=t) una cola 0,4498

Valor critico de t (una cola) 2,0150

P(T<=t) dos colas 0,8995

Valor critico de t (dos colas) 2,5706

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

En la tabla N° 17, se observa que no existe diferencia significativa p-valor (0,8995) en
relacién a la medicion del promedio del largo testicular post-experimentacion. Por lo tanto se
rechaza la hipotesis alternativa y se determina que existen no existen diferencias entre los
individuos inmunocastrados y su relacion de reversion. Ademas, se considera que la
aplicacion de la vacuna pese a que influye en la concentracion serica de FSH, LH y
testosterona, y esta interviene directamente en el desarrollo testicular su reversion es casi
inexistente; posterior a 60 dias de retiro de la vacuna se observa que no existe recuperacion
significativa del tamafio testicular, asi la diferencia entre las medias de la variable 2 respecto
la variable 1 indican que no existe recuperacion marcada del largo del testiculo o su

recuperacion seria extremadamente lenta y progresiva.
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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 valoracidén histologica realizada en
colaboracion con los Laboratorios de Diagnostico de AGROCALIDAD , y el laboratorio de
Diagnostico Veterinario ANIMALAB, en coordinacion con la Facultad de medicina
Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi presentamos a continuacion el analisis de

los inmunoesterilizados y grupo control respecto al efecto de reversion.

En relacién a la aplicacidn de vacuna anti-GnRH, se establecié que su efecto en las diferentes
especies podrian variar en funcién del individuo y de la especie (cuyes, conejos y ovinos) se
establece que su efecto es dosis dependiente; ya que asi refleja, su accion a nivel del eje
hipotalamo- hipdfisis —gonadal, y que su resultado se produciria a partir de la segunda dosis
si se mantendrian la frecuencia de aplicacién; por lo tanto los niveles hormonales de
concentracion sérica de LH, en cuyes, conejos y ovinos no es significativo a diferencia de los
niveles de concentracién de FSH y testosterona que presentan significancia variable, es decir
posterior a la aplicacion de la vacuna hay un efecto de supresién de las hormonas
mencionadas, y que posterior se produce un efecto de recuperacion de niveles de
concentracion y por lo tanto el efecto de reversion va acrecentando de manera muy progresiva

, lenta y en algunos individuos inexistente como en caso de la especie ovina.

Estos leves desniveles hormonales se ven reflejados en la diferencia de los rangos en relacion
al ancho y a longitud en cuyes y conejos respecto a la reversion. Asi, el mayor efecto en
relacion a los rangos de niveles de concentracion hormonal (reversion) se presento en el grupo
de los tratamientos de los cuyes y conejos respecto al grupo de los ovinos en los que el efecto
de reversion fue menor, insignificante o inexistente. Por lo tanto, la vacuna posiblemente
estaria retrasando el crecimiento gonadal y el efecto de reversion podria resultar o estar
influenciado por la edad a la cual se someti¢ al tratamiento, asi como el factor individual y de
especie. Apoyando a la hip6tesis de que existe una ventana de progreso durante el desarrollo
testicular, de tal manera que la perturbacién 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).
Sin embargo, en porcinos se describe que el efecto de la vacuna de inmunosupresion es

reversible.
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Se encontraron pocas diferencias en los tdbulos seminiferos respecto a sus medidas entre los
inmunocastrados y el grupo de reversion. El diametro mayor y menor tubular no disminuy6
considerablemente, estableciendo diferencias unicamente numeéricas entre los grupos de los
tratamientos respecto al grupo control en cuyes, conejos y ovinos. Se observaron capas de
celulas mioides en la pared de los tubulos seminiferos, coincide con lo descrito por Setchellet
al. (1994), quien ademas describe varias capas de estas células para el hombre, el carnero y el

gato.

Se analizaron las muestras de los testiculos del grupo control como el tratamiento en cuyes y
conejos, identificables por su estructura macroscopica conservada, donde puede evidenciarse
que son maduros sexualmente por la presencia de células espermaticas en tosas sus fases de
desarrollo. Sin embargo, en el grupo del ovino se encontraron células atrofiadas en mayor
grado y numero, carentes gotas citoplasmaticas neutras, indicativas de lipididos, y su
citoplasma ligeramente palido.En el parénquima testicular de los inmunoesterilizados se
observaron tubulos seminiferos sin lumen, con pocas espermatidas elongadas y con presencia
de espermatozoides. Asi, los individuos de la reversion presentaron los tubulos seminiferos
con escasa o nula atrofia del epitelio germinal. Persisten las células de Sertoli, identificables
por sus nlcleos basales caracteristicos. La muestra incluye segmentos de epididimo (cabeza,
cuerpo y cola), en las que se evidencia presencia de espermatozoides en la luz tubular. Asi,
Beilli, 2002 sefiala que la FSH induce a la célula de sertoli a producir proteina ligadora de
androgeno que son de gran importancia para el desarrollo de la espermatogénesis y
maduracion de los espermatozoides, el niUmero de espermatogonias depende del nimero de
celulas de sertoli. Al no existir disminucion marcada de LH y aumento en la concentracion de
FSH como consecuencia esta no produciria muerte de las células germinales, y por lo tanto la
produccién de espermatozoides se considerd adecuada en el grupo control y de reversién
respecto el grupo de tratamiento.Ademas, el efecto individual en los inmunocastrados
presentaron tdbulosseminiferos con escaso lumen y linaje espermatogénico poco
disminuido;sin embargo, los del grupo de reversion presentaron tubulos seminiferos con
lumen, con el linaje espermatogénico completo y abundantes espermatozoides. Ademas, cada
tubulopresenté normalidad respecto a la membrana basal delgada, y una monocapa de células
mioides, el mediastino testicular, presento tejido conectivo denso con fibras elasticas, en
donde se apreciaron los tabulos que conforman la rete testis, revestida por un epitelio cubico
simple con normalidad marcada. También se observaron vasos sanguineos y células

intersticiales normales. Segun ALDANA vy otros en el 2011, indica que la gonadotropina es
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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 tubulos seminiferos.

Con relacion a los tamafios de los testiculos (largo y ancho), estos datos se relaciona
directamente con los pesos de los testiculos derecho e izquierdo, demostrando una
recuperacion en los cuyes y conejos respeto a los ovinos en los que la reversion es ligera o
casi mula e inexistente; asi, con concordancia a los autores como DICKSON que en el afio
2005 menciona que el tamafio de los tubulos seminiferos estd de acuerdo al tamafio de los
testiculos, y el inicio de la pubertad y madures sexual, Yy esta podria verse influenciada con la

fisiologia o fisiopatologia del eje hipotalamo hipofisis- gonadal.

Es importante sefialar que en las observaciones macroscopicas en algunos individuos cuyes y
conejos se observd una recuperacion de la morfometria testicular, sin embargo en los ovinos
ocurrio todo lo contrario. Las caracteristicas morfométricas testiculares se redujeron tras la
aplicacion del tratamiento de inmunoesterilizaciébn en ovinos y no se generd efecto de
reversion comparado con los cuyes y conejos.Que concuerda con lo reportado por(Pauly, C.,
et, al., 2009) en cerdos.

Finalmente, podriamos concluir que existe una aceptacién respecto a los receptores proteicos
de GnRH, FSH y LH en la especie cobaya, lagomorfo y ovina generando inmunosupresion;

y que su efecto de reversion fue marcado en cuyes, conejos a excepcion de los ovinos.
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS).

12.1. Impactos Técnicos

Para los productores grandes, medianos y pequefios, los beneficios econémicos de la vacuna
Improvac son considerables comparados con la castracion quirdrgica. Ademas de reducir los
costos de produccidn, Improvac evita muertes y enfermedades en los animales producto de
estrés e infecciones asociadas con la castracion quirdrgica. Asi, al mantener mejores patrones
de crecimiento y obtener a la canal, también existe el potencial de aumentar las ganancias.
Practicar la inmunocastracién en ovinos cuyes y conejos tiene un beneficio muy importante,
posiblemente mejorar las caracteristicas organolépticas como el sabor de la carne, y asi
obtener resultados favorables para la produccion y comercializacion. (Dunshea, F.R., et al.,
2001)

12.2. Impactos Sociales

Constituye una alternativa, méas eficiente y mas respetuosa con los animales, a la castracion
quirdrgica. Permite que los animales se crien como machos enteros durante la mayor parte de
su vida y asi aprovechar de forma mas eficiente el alimento y producir una canal de calidad.
INNOSURE garantiza una produccién de carne mas sostenible y respetuosa con el medio
ambiente porque reduce la cantidad de alimento necesario y la produccion de residuos, con
respecto a la castracion quirurgica. En otras palabras, es importante usar INNOSURE porque
permite una produccion humanitaria y sostenible de carne de cerdo de alta calidad

organoléptica.

12.3. Impactos Ambientales o Econdmicos

Se analiz6 el impacto ambiental partiendo de la fabricacion y distribucion de Improvac desde
los principales centros de produccion (80% Bélgica, 15% Australia y 5% Estados Unidos),
hasta el ciclo completo (gestacion, nacimiento, engorde y sacrificio) de los animales en

granjas de 10 paises, incluidos los principales productores mundiales.

Para el analisis de la repercusién medioambiental del empleo de Improvac se han tenido en
cuenta factores relacionados con el uso de fuentes de energia renovables y no renovables, el
consumo de agua, la emision de gases contaminantes a la atmodsfera y al agua, y la generacion
de residuos solidos. Hay estudios que han demostrado que los animales vacunados con

INNOSURE transforman el alimento en peso corporal de forma mas eficiente que los
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animales sometidos a castracion quirdrgica. Esto significa que consumen menos alimento por

kilo de carne producido y generan menos residuos.

Los anélisis llevados a cabo a lo largo de todo el ciclo de vida del producto demuestran que el
empleo de la vacuna contra el olor sexual es un claro beneficio medioambiental,
especialmente en lo que a los indicadores de impacto mas importantes se refiere y en especial

al potencial de calentamiento global.(Dunshea, F.R., et al., 2001).
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13.1. Gastos de Inmunoesterilizacion
Materiales Cantidad Precio $

Vacuna Innosure 1 160

Jeringas 5mi 100 unidades 15.50

Tubos Vacutainer (tapa roja) 60 unidades 15.00

Gasas 15 unidades 1.50

Alcohol 1 litro 4.50

Marcador para etiqueta 1 unidad 1.50

Calibre para Morfometria lunidad 4.50

Pilas para la balanza 1 unidad 5.00

Guantes 100 unidades 9.50

Termo de transporte 1 unidad 4.50
TOTAL 221.50

13.2. Gastos de Exdmenes de Laboratorio
Examen Cantidad Precio $ Total
Examen hormonal del mes de Septiembre2016

LH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00

FSH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00

TESTOSTERONA 9 10.00 90.00

(ovino- cuy-conejo)

TOTAL 270.00
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Examen hormonal del mes de Octubre 2016

LH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00
FSH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00
TESTOSTERONA 9 10.00 90.00
(ovino- cuy-conejo)

TOTAL 270.00

Examen hormonal del mes de Diciembre 2016

LH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00
FSH (ovino- cuy-conejo) 9 10.00 90.00
TESTOSTERONA 9 10.00 90.00
(ovino- cuy-conejo)

TOTAL 270.00
PLACAS 10 10 100
HISTOLOGICAS

13.3. Gastos de Castracion

Materiales Cantidad Precio $
Gasas 15 unidades 1.50
Alcohol 1 litro 450
Marcador para etiqueta 1 unidad 1.50
Formol 10 % 1 unidad 4.00
Guantes 10 unidades 2.00
Frascos Estériles 8 unidades 2.50
Antibiotico 4 ml 2.00
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Anestésico Local 4mi 2.00
Hilo de sutura 3 unidades 7.00
TOTAL 27.00

13.4. Total Gastos del Proyecto de Investigacion

Gastos de Inmunoesterilizacion 221.50
Gastos de Examenes de Laboratorio
e Examenes Hormonales 810.00
Gastos de Castracion
e Primera Castracion 27.00
e Segunda Castracion 2700
Gastos Placas Histologicas
Octubre 7 Placas 70.00
Diciembre 3 Placas 30.00
TOTAL 1,185.50
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14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

14.1. Conclusiones

X/
L X4

X/
L X4

En la presente investigacion la aplicacion de analogos o antagonistas de la GnRH
demostrd su efecto modulador -inmunosupresor y de reversion del eje hipotalamo-
hipofisis-gonadal al incidir sobre los niveles de concentracion de las hormonas
sexuales LH, FSH y testosterona en cuyes, conejos y ovinos.

La vacuna de inmunocastracion demuestra ser eficiente; respecto al efecto estimado de
supresion de la funcién testicular, sin embargo este efecto se genera a partir de la
segunda dosis. Asi, al analisis hormonal, macroscopico y microscopico de los tejidos
gonadales estos presentaron atrofia. Sin embargo los efectos de reversion se
presentaron con mayor dinamismo en cuyes y conejos respecto a los ovinos.

En relacion a la dinamica de concentracion de hormonas sexuales masculinas estas
presentaron reversion, es decir mantuvieron o aumentaron los niveles de concentracion
de FSH, LH y testosterona posterior a os 60 dias de la aplicacion y retiro de la vacuna.
Determinando diferencias por especie. Considerando que la reversion podria

generarse en su totalidad superior a los 60 dias.

14.2. Recomendaciones

7
°e

X/
°

Con la técnica empleada en el presente estudio de (inmunocastracion), se recomienda
esperar un tiempo de 60 dias tras la Gltima dosis de vacuna para observar los efectos
de reversidn esperados en las diferentes especies estudiadas.

Posibilitar la implementacion de la técnica de inmunoesterilizacion en otras especies
animales de interés veterinario, como los animales de compafiia, valorando si existe
efecto de reversion y factor de estrés.

Realizar estudios acerca de la viabilidad de aplicacion de la vacuna anti GnRH en
hembras, validando los protocolos empleados referentes a dosis, frecuencia y via de
aplicacion y su efecto respecto a la reversion.

Considérese a la inmunoesterilizacibn como una alternativa muy atractiva y

econdémicamente aplicable, respecto a la castracion quirdrgica.
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16. ANEXOS

16.1. Anexo#1

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro Cultural de Idiomas de la
UniversidadTécnica de Cotopaxi ; en forma legal Certifico que : La traduccion del resumen
del Proyecto Investigativo al Idioma Inglés presentado por la Sefiorita , DAYANA
PAULINA BAUTISTA TASIGCHANA Egresado de la Carrera de Medicina Veterinaria de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales , cuyo tema es :REVERSION
TRAS LA INMUNOESTERILIZACION EN OVINO, CUY Y CONEJO, lo realizo bajo

mi supervision y cumple con una correcta estructura gramatical del Idioma .

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del

presente certificado de la manera ética que estimaren conveniente.

Latacunga, Marzo 2017

Atentamente

Lic. Edison Marcelo Pacheco Pruna
CC:050261735-0

Docente del Centro Cultural de Idiomas



16.2. Anexo#?2

Fotografia 1-2-3-4: Identificacion de los animales para el experimento (Cuyes,
Conejos , Ovinos).
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16.3. Anexo#3

Fotografia 5-6-7: Aplicacion de la Vacuna anti-GNRH por via subcutanea
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16.4. Anexo#4

Fotografia 8:Materiales de desinfeccion, jeringas, tubos para recoleccion de muestras
de sangre para realizar Pruebas Hormonales LH, FSH, Testosterona

16.5. Anexo#5

Fotografia 9-10:Toma de Morfometria en cuyes, conejos.
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16.5. Anexo#6

Fotografia 11-12-13-14-15-16-17-18-19: Castracion de los dos testiculos de las 3
especies de animales .

CuUY

Esterilizacion Quirurgica

CONEJO

Esterilizacion Quirargica




OVINO

Esterilizacion Quirurgica
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16.6. Anexo #7 EXAMENES HORMONAL
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16.6.1. EXAMENES DE LABORATORIO POS INOCULACIONDE LA

VACUNA INNOSURE.

LSBORSTORIOS CLINICOS

Bioquimico Clinico

Director de Laboratorio

L N\E3S3Q swmers
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisién 02

[0

Orden No.: 19830-93 Edad:
Nombre: COBAYO 1
Médico: DR. GUTIERREZ
Procedencia: UTC

Ficha: 19830
Fecha de Ingreso:  13/09/2016 18:56:00
Fecha de Impresién: 29/11/2016 17:18:50

HORMONAS

VALORES NORMALES

LH: 0,558 muUI/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA
FASE POSTMENOPAUSIA

FSH: 0,100 muUI/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA
FASE POSTMENOPAUSIA

TESTOSTERONA: 9,12 ng/mL
MUJERES
HOMBRES
< 1ANO
1 -6 ANOS:
7 - 12 ANOS:
13 - 17 ANOS:
ADULTOS:

Método : Electroquimioluminiscencia

1,7 - 8,9 muUl/mL

2,4 - 12,6 mul/mL
14 - 96 mUI/mL
1,0 - 11,4 mUI/mL
7,7 - 59 mUI/mL

1,5 - 12,4 mUI/mL

3,5 - 12,5 mUl/mL
4,7 - 21,5 mUI/mL
1,7 - 7,7 mUl/mL
25,8 - 134,8 mUI/mL

0,06 - 0,82 ng/mL

0,12 - 0,21 ng/mL
0,03 - 032 ng/mL
0,03 - 0,68 ng/mL
0,28 - 11,1 ng/mL
2,8 - 8,0 ng/mL

Validado por: DR. FERNANDO ALAY

Nota: La i son facultad exclusiva del Médico.

pretacion de los

Fecha validacién: 13/09/2016 20:07:00



Bioquimico Clinico

LNAB3S3Q s
DR. FERNANDO ALAY GARCIA
LSBORITORIOS CLINICOS

Director de Laboratorio

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisién 02

Orden No.: 19828-91 Edad:
Nombre: CONEJO 1

Médico: DR. GUTIERREZ MIGUEL
Procedencia: UTC

Ficha: 19828
Fecha de Ingreso:  13/09/2016 18:51:00
Fecha de Impresion: 29/11/2016 17:20:34

HORMONAS
VALORES NORMALES
LH: 0,580 mUI/mL
HOMBRES 1,7 - 8,9 mUI/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 2,4 - 12,6 mUI/mL
FASE OVULATORIA 14 - 96 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,0 - 11,4 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 7,7 - 59 mUI/mL
FSH: 0,100 mUI/mL
HOMBRES 1,5 - 12,4 mul/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 3,5- 12,5 mUl/mL
FASE OVULATORIA 4,7 - 21,5 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,7 - 7,7 mul/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 25,8 - 134,8 mUI/mL
TESTOSTERONA: 0,682 ng/mL
MUJERES 0,06 - 0,82 ng/mL
HOMBRES
< 1ANQ 0,12 - 0,21 ng/mL
1 -6 ANOS: 0,03 - 032 ng/mL
7 - 12 ANOS: 0,03 - 0,68 ng/mL
13 - 17 ANOS: 0,28 - 11,1 ng/mL
ADULTOS: 2,8 - 8,0 ng/mL

Método : Electroquimioluminiscencia

ya
t7é/\

Og ESPECIALICADES

5355979

mS CLINICOS

Validado por: DR. FERNANDO ALAY

Nota: La interp i6n de los Itados contenidos son facultad exclusiva del Médico.

Fecha validacion: 13/09/2016 20:06:00
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Bioquimico Clinico
Director de Laboratorio

LSBORSTORIOS CLINKCOS

L N\BE3S30) sommzer
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisién 02

(1IN

Orden No.: 19829-92 Edad:
Nombre: OVINO 1
Médico: DR. GUTIERREZ MIGUEL
Procedencia: UTC

Fecha de Ing

Ficha: 19829

reso.

13/09/2016 18:53:00
Fecha de Impresion: 29/11/2016 17:23:32

HORMONAS

VALORES NORMALES

LH: 0,617 mUl/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA

FASE POSTMENOPAUSIA

FSH: 0,100 muUI/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA
FASE POSTMENOPAUSIA
TESTOSTERONA: 1,54 ng/mL
MUJERES
HOMBRES
< 1ANO
1-6 ANOS:
7 - 12 ANQS:
13 - 17 ANOS:
ADULTOS:

Método : Electroquimioluminiscencia

1,7 - 8,9 mUI/mL

2,4 - 12,6 mUI/mL
14 - 96 mUI/mL
1,0 - 11,4 mUl/mL
7,7 - 59 mUI/mL

1,5 - 12,4 mUI/mL

3,5 - 12,5 mul/mL
4,7 - 21,5 mUl/mL
1,7 - 7,7 mul/mL
25,8 - 134,8 mUI/mL

0,06 - 0,82 ng/mL

0,12 - 0,21 ng/mL
0,03 - 032 ng/mL
0,03 - 0,68 ng/mL
0,28 - 11,1 ng/mL
2,8 - 8,0 ng/mL

Y

7t
/})c-'ss&ac;

Validado por: LCDA. XIMENA GAVILANEZ
Fecha validacion: 13/09/2016 20:07:00

Nota: La ir de los contenidos son facultad exclusiva del Médico.



16.6.2.EXAMENES DE LABORATORIO DEL MES DE OCTUBRE

INOCULADA LA VACUNA INNOSURE.

LEBORASTORIOS CLINICOS

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revision 02

Bioquimico Clinico
Director de Laboratorio

D L NAB3S3Q wamper
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

Orden No.: 23045-38 Edad:
Nombre: CUY 1 (01)
Médico: DR.
Procedencia: UTC

Ficha: 23045
Fecha de Ingreso:  31/10/2016 12:53:00
Fecha de Impresion: 29/11/2016 17:26:48

HORMONAS
VALORES NORMALES
LH: 0,607 muUI/mL
HOMBRES 1,7 - 8,9 mUl/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 2,4 - 12,6 mUI/mL
FASE OVULATORIA 14 - 96 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,0 - 11,4 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 7,7 - 59 mUI/mL
FSH: 0,100 muUI/mL
HOMBRES 1,5 - 12,4 mUl/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 3,5-12,5 mUI/mL
FASE OVULATORIA 4,7 - 21,5 mUl/mL
FASE LUTEINICA 1,7 - 7,7 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 25,8 - 134,8 mUI/mL
TESTOSTERONA: 1,83  ng/mL
MUJERES 0,06 - 0,82 ng/mL
HOMBRES
< 1ANO 0,12 - 0,21 ng/mL
1 -6 ANOS: 0,03 - 032 ng/mL
7 - 12 ANOS: 0,03 - 0,68 ng/mL
13 - 17 ANOS: 0,28 - 11,1 ng/mL
ADULTOS: 2,8 - 8,0 ng/mL

Método : Electroquimioluminiscencia

\_/

Validado por: DR. FERNANDO ALAY

Nota: La interpretacién de los resultados contenidos son facultad exclusiva del Médico.

Fecha validacion: 31/10/2016 14:25:00
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Bioguimico Clinico
Director de Laboratorio

LEBORSTORIOS CLINICOS

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revision 02

LNABS3Q o
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

Orden No.: 23043-36 Edad:
Nombre: CONEJO (01)

Médico: DR. GUTIERREZ MIGUEL
Procedencia: UTC

Ficha: 23043
Fecha de Ingreso:  31/10/2016 12:50:00
Fecha de Impresion: 29/11/2016 17:25:34

HORMONAS

VALORES NORMALES

LH: 0,598 muUI/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA
FASE POSTMENOPAUSIA

FSH: 0,100 mUI/mL
HOMBRES
MUJERES
FASE FOLICULAR
FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA
FASE POSTMENOPAUSIA
TESTOSTERONA: 0,025 ng/mL
MUJERES
HOMBRES
< 1ANQ
1-6 ANOS:
7 - 12 ANOS:
13 - 17 ANOS:
ADULTOS:

Método : Electroquimioluminiscencia

1,7 - 8,9 mUI/mL

2,4 - 12,6 mUI/mL
14 - 96 mUI/mL
1,0 - 11,4 mul/mL
7,7 - 59 mUI/mL

1,5 - 12,4 mul/mL
3,5 - 12,5 mu/mL
4,7 - 21,5 mUl/mL

1,7 - 7,7 mUI/mL
25,8 - 134,8 mUI/mL

0,06 - 0,82 ng/mL

0,12 - 0,21 ng/mL
0,03 - 032 ng/mL
0,03 - 0,68 ng/mL
0,28 - 11,1 ng/mL
2,8 - 8,0 ng/mL

Validado por: DR. FERNANDO ALAY

Nota: La interpi i6n de los contenidos son facultad exclusiva del Médico.

Fecha validacién: 31/10/2016 14:24:00

96



97

Bioquimico Clinico
Director de Laboratorio

LN\E3S3Q s
DR. FERNANDO ALAY GARCIA
LaBORATORIOS CLINICOS

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revision 02

I

Orden No.: 23044-37

Nombre: OVINO1(01)

Médico: DR. GUTIERREZ MIGUEL
Procedencia: UTC

Edad:

Ficha: 23044

Fecha de Ingreso:  31/10/2016 12:52:00
Fecha de Impresién: 29/11/2016 17:30:01

HORMONAS
VALORES NORMALES
LH: 0,630 muUI/mL
HOMBRES 1,7 - 8,9 mUl/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 2,4 - 12,6 mUI/mL
FASE OVULATORIA 14 - 96 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,0 - 11,4 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 7,7 - 59 mUI/mL
FSH: 0,100 mUI/mL
HOMBRES 1,5 - 12,4 mUl/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 3,5 - 12,5 mUl/mL
FASE OVULATORIA 4,7 - 21,5 mUl/mL
FASE LUTEINICA 1,7 - 7,7 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 25,8 - 134,8 mUI/mL
TESTOSTERONA: 0,025 ng/mL
MUJERES 0,06 - 0,82 ng/mL
HOMBRES
< 1ANO 0,12 - 0,21 ng/mL
1 -6 ANOS: 0,03 - 032 ng/mL
7 - 12 ANOS: 0,03 - 0,68 ng/mL
13 - 17 ANOS: 0,28 - 11,1 ng/mL
ADULTOS: 2,8 - 8,0 ng/mL

Método : Electroquimioluminiscencia

Tokins iC3S
& ESJPECH: ABES

=5

-

Validado por: LCDA. XIMENA GAVILANEZ
Fecha validacion: 31/10/2016 14:24:00

Nota: La interpretacién de los resultados contenidos son facultad exclusiva del Médico.
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16.6.3. EXAMENES DE LABORATORIO DEL MES DE DICIEMBRE
PARA DETERMINAR SI EXISTE REVERSION DE LA VACUNA

INNOSURE.

Bioquimico Clinico
Director de Laboratorio

LaBORSTORIOS CLINICOS

L N\E3S30Q) sremsase:
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisién 02

W0

Orden No.: 26147-47 Edad:

Nombre: CUY 1 Ficha: 26147

Médico: DR. Fecha de Ingreso:  15/12/2016 17:58:00
Procedencia: UTC Fecha de Impresién: 31/01/2017 14:29:06

HORMONAS

VALORES NORMALES
LH: 0,629 muI/mL
HOMBRES 1,7 - 8,9 muUl/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 2,4 -12,6 mUI/mL
FASE OVULATORIA 14 - 96 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,0 - 11,4 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 7,7 - 59 mUI/mL
FSH: 0,100

TESTOSTERONA:

Método : Electroquimioluminiscencia

Nota: Ta interp! ion de los

HOMBRES

MUJERES

FASE FOLICULAR

FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA

FASE POSTMENOPAUSIA

MUJERES
HOMBRES

< 1ANO

1 - 6 ANQS:

7 - 12 ANOS:
13 - 17 ANOS:
ADULTOS:

contenidos son facultad exclusiva del Médico.

1,5-12,4 mul/mL

3,5-12,5 mul/mL
4,7 - 21,5 mUl/mL
1,7 - 7,7 mUI/mL
25,8 - 134,8 mUI/mL

0,06 - 0,82 ng/mL

0,12 - 0,21 ng/mL
0,03 - 032 ng/mL
0,03 - 0,68 ng/mL
0,28 - 11,1 ng/mL
2,8 - 8,0 ng/mL

“FERNANDO ALAY |
i6n: 31/01/2017 14:32:00



LOBORSTORIOS CLINICOS

Bioquimico Clinico

Director de Laboratorio

LNABE3S3Q) s
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisi6n 02

Orden No.: 26149-49 Edad:
Nombre: CONEJO 1
Médico: DR.
Procedencia: UTC

Ficha: 26149
Fecha de Ingreso:  15/12/2016 17:58:00
Fecha de Impresion: 31/01/2017 14:29:06

HORMONAS
VALORES NORMALES
LH: 0,591 muUI/mL
HOMBRES 1,7 - 8,9 mUI/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 2,4 - 12,6 mUI/mL
FASE OVULATORIA 14 - 96 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,0 - 11,4 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 7,7 - 59 mUI/mL
FSH: 0,401  -mUl/mL
HOMBRES 1,5 - 12,4 mUI/mL
MUJERES
FASE FOLICULAR 3,5 - 12,5 mUI/mL
FASE OVULATORIA 4,7 - 21,5 mUI/mL
FASE LUTEINICA 1,7 - 7,7 mUI/mL
FASE POSTMENOPAUSIA 25,8 - 134,8 muUI/mL

TESTOSTERONA: 0,196 ng/mL

MUJERES 0,06 - 0,82 ng/mL
HOMBRES

< 1ANQ 0,12 - 0,21 ng/mL
1 -6 ANOS: 0,03 - 032 ng/mL
7 -12 ANOS: 0,03 - 0,68 ng/mL
13 - 17 ANOS: 0,28 - 11,1 ng/mL
ADULTOS: 2,8 - 8,0 ng/mL

Método : Electroquimioluminiscencia

Validado pgr: DR. FERNANDO ALAY
Fecha vaflidacién: 31/01/2017 14:30:00

Nota: La interp ion de los dos contenidos son facultad exclusiva del Médico.
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INFORME DE RESULTADOS R11P8 Revisitn 02

Orden No.: 26148-48
Nombre: OVINO 1

Médico:

LOBORSTORIOS CLINICOS

NE3S3Q womme:
DR. FERNANDO ALAY GARCIA

Bioquimico Clinico

Director de Laboratorio

Procedencia: UTC

Edad:

Ficha: 26148

Fecha de Ingreso:  15/12/2016 17:58:00
Fecha de Impresion: 31/01/2017 14:29:06

LH: 0,690
FSH: 0,105
TESTOSTERONA:

0,137 ng/mL

HORMONAS

VALORES NORMALES

HOMBRES

MUJERES

FASE FOLICULAR

FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA

FASE POSTMENOPAUSIA

HOMBRES

MUJERES

FASE FOLICULAR

FASE OVULATORIA
FASE LUTEINICA

FASE POSTMENOPAUSIA

MUJERES
HOMBRES

< 1ANO

1- 6 ANOS:

7 - 12 ANOS:
13 - 17 ANOS:
ADULTOS:

Método : Electroquimioluminiscencia

Nota: La i

P

de los

son facultad exclusiva del Médico.

~DK. FERNANDO ALAY
idaién: 31/01/2017 14:31:00

1,7 - 8,9 muI/mL

2,4 - 12,6 mUI/mL
14 - 96 mUI/mL
1,0 - 11,4 mUI/mL
7,7 - 59 mUI/mL

1,5 - 12,4 mul/mL
3,5 - 12,5 mul/mL
4,7 - 21,5 muUI/mL

1,7 - 7,7 mUl/mL
25,8 - 134,8 mul/mL

0,06 - 0,82 ng/mL

0,12 - 0,21 ng/mL
0,03 - 032 ng/mL
0,03 - 0,68 ng/mL
0,28 - 11,1 ng/mL
2,8 - 8,0 ng/mL
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16.7. Anexo # 8 PLACAS HISTOLOGICAS

16.7.1. Placa Histoldgica del Cuy inoculada la Vacuna Innosure

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

16.7.2. Placa Histoldgica del Conejo inoculada la Vacuna Innosure

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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16.7.3. Placa Histoldgica del Ovino inoculada la Vacuna Innosure

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

16.7.4. Placa Histoldgica del Cuy para determinar si existe o no Reversion
de la Vacuna Innosure.

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017



16.7.5. Placa Histoldgica del Conejo para determinar si existe 0 no
Reversion de la Vacuna Innosure.

Fuente: Directa
Elaborado por: Bautista Dayana, 2017

16.7.6. Placa Histoldgica del Ovino para determinar si existe 0 no
Reversion de la Vacuna Innosure.

Fuente: Directa

Elaborado por: Bautista Dayana, 2017
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