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ABSTRACT

The main objective of this study was to analyse the effects of r-met-hu G-CSF application as an
inductor of early sexual development in prepubertal ram lambs. 20 Corriedale ram lambs (age=
2 months; ~18 kg l.w.) were divided in 4 groups: a control group (T1; n= 5) and 3 treated groups
(T2, T3 and T4; n= 5 each) were administered a subcutaneous injection of r-met-hu G-
CSF/Filgrastim daily for 4 consecutive days [(T2; 1 Pug/kg l.w.; 18 Pg/day; total= 72 pg), (T3;
10 Pg/kg l.w.; 180 Ug/day; total= 720 pg) y (T4; 20 pg/kg l.w.; 360 Pg/day; total= 1.440
Mg)l- A haematological analysis (white blood cells) was performed to determine the response of
the spinal cord and confirm the hematopoietic effect of r-met-hu G-CSF. The testis weight, testicular
morphometry and testicular volume were evaluated as well. To determine the effectiveness of the
r-met-hu G-CSF treatment on sexual development, histological alterations (seminiferous tubules,
Sertoli cells, gonocytes, spermatogonia, among others) were also evaluated as well as the
endocrine response (FSH, LH, testosterone and cortisol) by ELISA. Significant differences were found
in the number of leukocytes between the T4 vs. T1, T2 and T3 groups, from day 3 onwards
(p<0.05). Lymphocyte percentage was significantly higher in T3 and T4 (p<0.05) compared to
control (T1) and T2 from day 2 onwards. In addition, significant differences were observed in the
testicular weight between the T1/T2 and the T3/T4 groups (p<0.05), as well as between the T1
and the T3/T4 regarding testicular volume (p<0.05). The hormone levels differed significantly in
FSH concentration obtained in T3 compared to the other groups from day 3 onwards (p<0.05).
Regarding LH and testosterone, significant differences were found between the T4 and the rest of
the groups, which were evident from day 2 (LH) and day 3 (testosterone) (p<0.05). The cortisol
did not differ among groups (p>0,05). With regard to histological alterations, T3 showed a more
advanced cellular profile presenting primary spermatocytes, while T4 reached the generation of
round spermatids. In conclusion, the application of r-met-hu G-CSF (Filgrastim) as a stimulating
factor for early sexual development affected fast and positively the white blood cells”
haematopoiesis and the hormonal activity when applied at high concentrations, and accelerated
the testicular development in prepubertal lambs, affecting not only endocrine hormone levels but
also the testicular weight and volume, as well as the spermatogenic process.
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RESUMEN

El principal objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la aplicacién de r-met-hu G-
CSF como inductor al desarrollo sexual temprano en corderos prepuiberes. Se utilizaron 20 corderos
de la raza Corriedale (edad: 2 meses; ~18 kg p.v.) divididos en 4 grupos: grupo control (T1; n=
5) y 3 grupos tratados (T2, T3 y T4; n= 5 cada uno) con una dosis diaria de r-met-hu G-
CSF /Filgrastim durante 4 dias consecutivos [(T2; 1 Ug/kg p.v.; 18 Ug/dia; 72 Ug totales), (T3; 10
Mg/kg p.v.; 180 Ug/dia; 720 Ug totales) y (T4; 20 Pg/kg p.v.; 360 Ug/dia; 1.440 Ug totales)].
Se realizé un andlisis hematolégico (serie blanca) para determinar la respuesta de la médula
espinal y confirmar la accién hematopoyética del r-met-hu G-CSF. Se evalué el peso y la
morfometria testicular, y a su vez, a partir de ésta, se determiné el volumen testicular. También se
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evaluaron las alteraciones histolégicas (tubulos seminiferos, células de Sertoli, gonocitos y
espermatogonias, entre otras) asi como la respuesta endocrina (FSH, LH, testosterona y cortisol
plasmdaticos) mediante test ELISA. A partir del dia 3 post-tratamiento se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de glébulos blancos totales entre el T4 vs. T1, T2 y
T3 (p<0,05). Al segundo dia post-tratamiento el porcentaje de linfocitos fue significativamente
mayor en T3 y T4 (p<0,05) con respecto al control (T1) y T2. Ademds, se observaron diferencias
significativas en cuanto al peso testicular entre T1/T2 y T3/T4 (p<0,05), asi como entre T1 y T3 /T4
respecto al volumen testicular (p<0,05). Los niveles hormonales, difirieron significativamente en la
concentracién de FSH obtenida en el T3 con respecto a los demds grupos a partir del dia 3 de
iniciados los tratamientos (p<0,05). Respecto a la LH y testosterona, se encontraron diferencias
significativas entre T4 y el resto de los grupos, las cuales fueron evidentes a partir del dia 2 (LH)
y del dia 3 (testosterona) post-tratamiento (p<0,05). El cortisol no difirié significativamente entre
los grupos analizados (p>0,05). Respecto a las alteraciones histolégicas, T3 presenté un perfil
celular més avanzado con espermatocitos primarios, mientras que T4 alcanzé la generaciéon de
espermatidas redondas. En conclusidn, la aplicacién del r-met-hu G-CSF (Filgrastim) como factor
estimulante del desarrollo sexual afecté rdpida y positivamente la hematopoyesis de la serie
blanca y sobre la actividad hormonal cuando se suministré a altas concentraciones y aceleré el
desarrollo testicular en corderos prepuberes, afectando no solo a los niveles hormonales endocrinos
sino también al peso y volumen testicular, asi como al proceso espermatogénico.

Palabras clave: r-met-hu G-CSF, histopatologia testicular, desarrollo sexual, perfil hormonal,

ovino.

INTRODUCTCION

La espermatogénesis es un proceso fisiolégico y bioquimico
complejo, en el que las espermatogonias tras diferentes
fenémenos de proliferacién y diferenciacién (incluyendo
mitosis, meiosis, y espermiogénesis), dardn lugar finalmente a
los espermatozoides (Aponte et al., 2017). Para que el proceso
de espermatogénesis se lleve a cabo de manera normal, la
interaccién entre las células de Sertoli y las espermatogonias
es fundamental. En el periodo prepuberal se produce el inicio
de la espermatogénesis a partir del epitelio germinal y bajo
la influencia de varias hormonas (LH y FSH entre otras)
(Gutierrez-Reinoso et al., 2017). Cuando los espermatozoides
comienzan a aparecer en el lumen de los tdbulos seminiferos se
considera que el individuo llega a un estado de desarrollo
sexual denominado pubertad (Aponte et al., 2017). Tras varios
ciclos de mitosis, los espermatocitos pasardn por un proceso de
meiosis, durante el cual el material genético disminuye
transformdndose finalmente en espermétidas elongadas. Este
proceso se caracteriza por el aumento del nimero de células,
especialmente a nivel de los tdbulos seminiferos (Gutierrez-
Reinoso et al., 2017). Estudiar esta fase del desarrollo sexual
(prepuberal) y el papel fisioldgico que tienen los diferentes
factores espermatogénicos es importante para determinar la
funcién reproductiva adulta en las diferentes especies de
animales domésticos (Aponte et al., 2017).

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es un
miembro de la familia de los factores de crecimiento
hematopoyéticos (Bendall y Bradstock, 2014). El r-met-hu G-
CSF no glicosilado, conocido comercialmente como Filgrastim,
ha sido utilizado con éxito para estimular la proliferacién y la
maduracién de células hematopoyéticas (Dale et al., 2017). Sin
embargo, el papel fisiolégico del r-met-hu G-CSF en otros
tejidos no hematopoyéticos, tales como el tejido testicular, asi
como su efecto en la proliferacién y diferenciacion de las
células que lo componen es una incégnita. La posibilidad de
utilizar r-met-hu G-CSF para acelerar el desarrollo sexual
mediante el estimulo de la proliferaciéon células madre
testiculares abre nuevos caminos para el aumento de los
beneficios en la industria animal (Benavides-Garcia et al,
2015). Llegar a la pubertad a una edad més temprana,
permitiria realizar una anticipacién en la seleccién genética de
los animales antes de lo habitual, y este hecho tiene un

importante interés desde el punto de vista econdémico y
genético (Ercambrack y Knight, 1998; Valasi et al., 2012). En
primer lugar, debido a que permitiria aumentar la vida
productiva del animal, lo que permitiria reducir los costes
derivados de la manutencién de los sementales. En segundo
lugar, porque el uso temprano de sementales de mérito
genético superior reduciria los costos notablemente debido a
que permite que los intervalos de tiempo inter-generacional
disminuyan y por tanto que aumenten las ganancias derivadas
de una mejora genética temprana (Loaiza-Echeverri et al.,
2013). Ademds, existen otras ventajas derivadas de un
desarrollo sexual temprano, debido a que los machos j6venes
son generalmente més fdciles de manejar, tienden a aprender
mds rdpido, tienen una condicién corporal mds adecuvada y
suelen tener una mayor libido en comparaciéon con los
sementales mds maduros (Loaiza-Echeverri et al., 2013).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente y para obtener
una visién més ampliada y detallada sobre la posible funcién
de la aplicacién del G-CSF y su impacto en la funcién sexual,
el objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la
aplicacién del r-met-hu G-CSF con el fin de estudiar su efecto
en el desarrollo sexual mediante la monitorizacién de la
morfometria testicular, el desarrollo del tejido testicular
(histologia del ciclo espermatogénico) y los perfiles hormonales
(FSH, LH, testosterona y cortisol) y hematolégicos, tomando
como modelo animal el ovino (corderos prepiberes).

MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se utilizaron 20 corderos de raza
Corriedale (edad: ~2 meses; P.V.: 18 kg) ubicados en el cantén
Riobamba, provincia de Chimborazo, Ecuador (latitud: 01° 38’
51" S; longitud: 78° 40" 59" O; altitud: ~2.754 m.s.n.m.). Los
animales se sometieron a un exhaustivo control sanitario
verificando la ausencia de cualquier tipo de patologia. Los
animales se dividieron en 4 grupos. El primero (n= 5) se utilizé
como grupo control (T1) al cual se le inyecté diariamente
solucién fisiolégica, y a los 3 restantes grupos (T2, T3 y T4; n=
5 cada uno) se les aplicé una dosis diaria de Filgrastim (r-met-
hu G-CSF; Filgen®, Bioprofarma, Buenos Aires, Argentina)
durante 4 dias consecutivos [(T2; 1 Ug/kg p. v.; 18 Ug/dia; 72
Mg totales), (T3; 10 ug/kg p. v.; 180 Ug/dia; 720 Ug totales)
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y (T4; 20 ug/kg p. v.; 360 Pg/dia; 1.440 ug totales)]. Se
tomaron muestras de sangre de la vena yugular (5 mL
diariomente durante los 5 primeros dias) para la
determinacién del perfil hematolégico y hormonal. La primera
muestra se tomé un dia antes del comienzo del experimento
para tener una referencia del perfil plasmatico hormonal y
sanguineo en todos los grupos. A partir de estas muestras se
realizaron andlisis hematolégicos para determinar la respuesta
de la médula espinal y confirmar la accién del r-met-hu G-CSF.
Para ello se analizaron mediante el equipo de andlisis
hematolégico HumaCount 30TS® (Human GmbH, Wiesbaden,
Alemania) las células de la serie blanca (leucocitos, linfocitos,
granulocitos y monocitos). Los estudios hormonales se realizaron
mediante la técnica de ELISA indirecto (Abnova, Taipei,
Taiwan) para la determinaciéon de los niveles plasmdticos de
las hormonas FSH, LH, Testosterona y Cortisol para determinar
los niveles de estrés durante el desarrollo de los experimentos.
Ademds, simultdneamente a las muestras de sangre tomadas,
se realizaron mediciones de la morfologia testicular de cada
uno de los individuos de ambos grupos (longitud y anchura de
los testiculos).

Finalmente, aproximadamente a los 60 dias después de la
Ultima aplicacién del r-met-hu G-CSF (~ 4 meses de edad)
todos los animales fueron esterilizados quirdrgicamente
independientemente del grupo al que pertenecian. Los
testiculos fueron mantenidos en hielo (-4°C aprox.) antes de ser
procesados para el andlisis histolégico. Después de retirar la
tonica vaginalis y el epididimo, se evalué el peso y el volumen
testicular utilizando el método del desplazamiento de agua
utilizando una probeta graduada. Muestras de tejido testicular
(aprox. 0,5 ecm3) fueron fijadas en 4% de formaldehido
durante 48h para finalmente ser almacenadas en etanol al
70% (4 °C). Las muestras se procesaron mediante una serie de
pasos de deshidratacién en etanol al 70% (30 min x 2), etanol
al 96% (30 min x 2), etanol al 100% (30 min x 2), xileno (45
min x 2) y finalmente se realizé una infiltracién de parafina en
un procesador de muestras para histologia (Slee MTM, Mainz,
Alemania). Una vez que la parafina quedé solidificada se
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realizaron cortes de 5 um de espesor mediante un micrétomo
(Cut 6062, Slee, Mainz, Alemania). A continuacién, las muestras
fueron desparafinizadas, tefiidas con Hematoxilina de Harris y
montadas mediante bdélsamo de Canadé (Biopack, Buenos
Aires, Argentina). El tejido testicular se analizé en términos de
morfologia general, estereologia y pardmetros morfolégicos
especificos. Las imdgenes fueron tomadas con wuna
videocdmara (Tucsen Imaging Technology Co., Ltd, Beijing,
China) para su posterior andlisis. La densidad de volumen de
los compartimentos testiculares (t0bulos seminiferos y los
espacios intersticial e intertubular) fueron estimados a partir de
una graticula de 30 puntos (separacién entre puntos de 195-
um) superpuesta de forma digital de forma aleatoria sobre
imdgenes tomadas del tejido testicular correspondientes a los
tratamientos llevados a cabo. Se tomaron un total de 20
iméagenes por muestra contando en cada una de ellas 600
puntos especificos. El didmetro de los tdbulos seminiferos se
realizé a partir de mediciones digitales siendo calculado como
la media entre los ejes mayor y menor de cada tibulo elegido
aleatoriamente. Los didmetros tubulares (aprox. 55 por
muestra) fueron medidos y evaluados mediante el software
Image-J (http://imagej.nih.gov/ii/). La determinacién del
estadio de desarrollo espermatogénico (espermatogénesis) en
los tibulos que mostraron presencia de espermatozoides se
realizé segin la metodologia llevada a cabo en ovino por
Bilaspuri y Guraya (1986).

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante la
utilizacién del software SPSS v. 17 para Windows. Tras una
previa exploracién de los datos, se procedié a la aplicacién
del test ANOVA de una via para la comparacién de las medias
obtenidas a partir de los andlisis estereolégico y morfométrico.
Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando p<0,05. Cuando se detectaron diferencias
estadisticamente significativas se llevaron a cabo andlisis
estadisticos basados en comparaciones multiples mediante el
test post hoc de Bonferroni.

Figura 1. Parametros
hematologicos de la serie
blanca tras la aplicacién

de r-met-hu  G-CSF
(Filgrastim, Filgen®) a
diferentes

concentraciones [(T1,

Control); (T2) 1 ug/kg pv.;
18 ug/dia; 72 Jg totales;
(T3) 10 pg/kg p. v.; 180
Mg/dia; 720 Ug totales y
(T4) 20 pg/kg p. v.; 360
Mg/dia; 1.440 ug totales]
en corderos prepuberes
durante los dias del
tratamiento. Valores
métricos hematolégicos
[Leucocitos (x 109 cel./L);
Linfocitos (x 109 cel /L);
Granulocitos (%) y
Monocitos  (%)].  ns: no
significativo; * p< 0,05; **
p<0,01.

Dis 1 Dis 2 Dis 3 Dis 4
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RESULTADOS

Como se observa en la Figura 1, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de leucocitos
entre T4 y T1, T2 y T3, a partir de las 48 h (dia 2) de iniciado
el tratamiento (p<0,05). De forma similar, el porcentaje de
linfocitos fue significativamente mayor en los grupos T3
(p<0,05) y T4 (p<0,01) con respecto al grupo control (T1) y al
grupo T2 a partir de las 24 h (dia 1). Entre el grupo control y
T2, no hubo diferencias estadisticamente significativas respecto
a la contidad total de leucocitos y linfocitos
independientemente del dia del tratamiento (p> 0,05).
Respecto al porcentaje de granulocitos y monocitos, hubo
diferencias significativas en el grupo T4 con respecto al resto
de grupos (p<0,05). Sin embargo, esta diferencia dejé de ser
significativa a partir del dia 1 de tratamiento. No hubo
diferencias  significativas respecto al porcentaje de
granulocitos y monocitos entre los tratamientos T1, T2 y T3
independientemente del dia de tratamiento (p>0,05).

A continuacién, en la Figura 2 se muestran los resultados del
’
pardmetro peso testicular obtenido en el presente estudio:
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Figura 2. Peso testicular (g) post aplicacién de r-met-hu G-
CSF (Filgrastim, Filgen®) a diferentes concentraciones
[Control (T1); 1 pg/kg p. v.; 18 Pg/dia; 72 Ug totales(T2); 10

Mg/kg p. v.; 180 pg/dia; 720 pg totales(T3) y 20 pg/kg p.
v.; 360 Ug/dia; 1.440 Ug totales(T4)] en corderos prepiberes
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al final del periodo experimental. Las diferentes letras (a-c) en
cada barra indican diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos experimentales (p < 0,05). Edad de los
animales al final del periodo experimental = ~ 4 meses.

En la figuran 2, se observan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al peso testicular entre los T1/T2 y
T3/T4 (p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre T1 y T2 (p>0,05) y
tampoco entre T3 y T4 (p>0,05).
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Figura 3. Volumen testicular (¢m3) post aplicaciéon de r-met-
hu G-CSF (Filgrastim, Filgen®) a diferentes concentraciones
[Control (T1); 1 Yg/kg p. v.; 18 Ug/dia; 72 Ug totales(T2); 10
Mg/kg p. v.; 180 pg/dia; 720 Ug totales(T3) y 20 pg/kg p.
v.; 360 Ug/dia; 1.440 g totales(T4)] en corderos preplberes
al final del periodo experimental. Las diferentes letras (a-b)
en cada barra indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales (p < 0,05). Edad
de los animales al final del periodo experimental = ~ 4 meses.

En la figura 3, se presenta diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al volumen testicular entre T1 y T3/T4
(p< 0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos control (T1) y
T2 (p> 0,05) y tampoco entre los grupos T3 y T4 (p> 0,05).

Figura 4. Concentraciones
hormonales post aplicacién de
r-met-hu  G-CSF  (Filgrastim,
Filgen®) a diferentes
concentraciones [Control (T1);
1 yg/kg p. v.; 18 Pg/dia; 72
Mg totales(T2); 10 pg/kg p. v.;
180 pg/dia; 720 pg totales
(T3) y 20 pg/kg p. v.; 360
Mg/dia; 1.440 Jg totales(T4)]

en corderos prepuberes
durante los dias del
tratamiento. Se tomaron

muestras de sangre de todos
los individuos (n=20) para
realizar los diferentes andlisis
hormonales. Concentraciones
hormonales [FSH (ng/mL); LH
ng/mL); Testosterona (ng/mlL)
y Cortisol (Mg/dL)]. ns: no
significativo; ** p< 0,01.

Dia2
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En la figura 4, se observan las diferencias estadisticamente
significativas en la concentracién de FSH en T3 con respecto a
T1,T2 y T4, a partir del dia 3 del tratamiento (p<0,05). En el
caso de las concentraciones obtenidas respecto a las hormonas
LH y testosterona sérica, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el T4 y el resto de los
grupos, las cuales fueron evidentes a partir del dia 2 en cuanto
a la LH y del dia 3 en cuanto a la testosterona (p<0,05).
Finalmente, respecto al cortisol, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos
(p>0,05).

Figura 5. Micro-morfologia testicular (t0bulos seminiferos)
obtenida mediante muestras histolégicas post aplicacién de r-

met-hu  G-CSF  (Filgrastim, Filgen®) o diferentes
concentraciones [Control (T1); 1 ug/kg p. v.; 18 Ug/dia; 72 Pg
totales(T2); 10 ug/kg p. v.; 180 Pg/dia; 720 Jg totales (T3)
y 20 pg/kg p. v.; 360 Pg/dia; 1.440 g totales(T4)] en
corderos prepUberes al final del periodo experimental.

En la Figura 5, se muestran imdgenes histolégicas con las
caracteristicas estructurales del tejido testicular post aplicacién
de los diferentes tratamientos. Todos los animales tenian un
perfil celular tipico para su edad (2 meses) al comienzo de los
experimentos (testado inicialmente mediante esterilizacién
quirdrgica de 3 animales y posterior andlisis histolégico de
muestras de tejido testicular), es decir, tbulos seminiferos sin
lumen formado, con células de Sertoli y gonocitos en posicién
central, rodeados de células peritubulares mioides conspicuas.
A los dos meses de comenzado los tratamientos (4 meses de
edad) los tubulos seminiferos de los animales del grupo control
apenas habion  comenzado la primera onda de
espermatogénesis. Los animales del grupo T2 habian
comenzado la espermatogénesis con la presencia de células
espermatogoniales en el compartimento basal. Los animales
del grupo T3 presentaron como tipo celular més avanzado
espermatocitos primarios mientras que el grupo T4 habian
logrado avanzar hasta la generacién de espermatidas
redondas acelerando asi la aparicién y desarrollo de la
espermatogénesis en ovinos prepuberes.
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DISCUSION

El control de la actividad reproductiva, asi como las ventajas
derivadas de ésta, han sido objeto de estudio en numerosas
ocasiones, lo que ha permitido descubrir nuevas estrategias
para optimizar el manejo y la productividad en animales
domésticos (Shelton, 1990; Thundathil et al,, 2016). Asi, la
aceleracién del desarrollo sexual puede ser considerada una
herramienta muy interesante a la hora de rentabilizar los
costos derivados de la manutencién de animales destinados a
reproductores (Talafah y Ababneh, 2011).

Por otro lado, las ventajas que este hecho, entre otras, conlleva
una aceleracién sustancial en la inclusién de nuevo material
genético para la mejora de la productividad, ya sea cérnica o
lechera, justificando ampliomente la labor de estudio
realizada en esta drea (Adams, 2005; Thundathil et al., 2016).
Ademds, como consecuencia de este hecho, la reduccién del
tiempo inter-generacional y el aumento de la longevidad
productiva se torna evidente, lo cual repercute directamente
en los beneficios obtenidos a medio y largo plazo por parte
del productor (De Vries, 2017; Weller et al.,, 2017). La
utilizaciéon  del r-met-hu G-CSF  para realizar estudios
fisiolégicos se ha llevado a cabo fundamentalmente en seres
humanos, aunque existen algunos estudios en diferentes
especies de animales domésticos tales como en equino (Ho et
al.,, 2014; Endo et al.,, 2015), porcino (Moroni et al., 2013;
Sanzari et al., 2015) e incluso en murino (Vacek et al., 2005).
Sin embargo, en todos los trabajos llevados a cabo en
animales domésticos nunca se ha investigado el efecto de la
aplicacién del r-met-hu G-CSF en el desarrollo sexual de éstos.
El Unico trabajo que se ha llevado a cabo con anterioridad en
la especie ovina (Ovis aries) usando r-met-hu G-CSF tampoco
se centrd en el estudio del efecto producido tras su aplicacién
en el desarrollo sexual (Juthier et al., 2006).

En el presente estudio hemos utilizado animales prepuberes
cuyo desarrollo a nivel gonadal aidn no alcanza una
funcionalidad completa. Los resultados obtenidos evidenciaron
que hubo un efecto dosis-dependiente en cuanto a la activacién
y aceleraciéon del proceso espermatogénico, asi como un
incremento de la actividad hormonal a nivel plasmético de la
FSH, LH y testosterona, especialmente a las dosis mds altas. A
diferencia del efecto del r-met-hu G-CSF (Filgrastim) sobre el
tejido hematopoyético, el cual puede ser estimulado desde las
dosis menos elevadas, el efecto obtenido a nivel del tejido
testicular derivado de las dosis mds elevadas puede deberse
a factores intrinsecos (fisiologia diferencial entre tejidos con
diferentes funciones) que aumentarian la actividad del proceso
espermatogénico solamente a partir de un umbral de
concentracién del r-met-hu G-CSF. Contrariamente, se observé
que la liberacién de cortisol sucedié de manera aleatoria
independientemente de la dosis de r-met-hu G-CSF utilizada,
lo cual indicaria que el Filgrastim no tiene un efecto dosis-
dependiente en el caso de la posible estimulacién a nivel del
tejido suprarrenal, a su vez directamente estimulado por la
produccién de ACTH (Enyeart, 2005). La obtencién de estos
resultados, demuestran una uniformidad de respuesta
hormonal la cual no se encuentra afectada por variaciones
inter-individuales derivadas de la alimentacién (Guan y Martin,
2017) o el ambiente (Bujan, 1998) ya que los ensayos fueron
estrictamente  controlados durante todo el periodo
experimental.

Por otro lado, se produjeron cambios acentuados a nivel
macro-morfolégico testicular (peso y volumen) entre los
diferentes grupos estudiados. Especialmente estos cambios
fueron mds relevantes a las dosis mds altas (T3 y T4) mostrando
evidencias de que a dichas dosis se produjo una aceleracién
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del proceso fisiolégico de la espermatogénesis. A nivel micro-
morfométrico podemos observar que los cambios mds
evidentes a dichas dosis fueron observados respecto al
aumento de la actividad espermatogénica a nivel de los
tibulos seminiferos. La progresién del desarrollo testicular no
fue solamente a nivel local, sino que también se produjo en
ambos espacios tubular e intertubular, los cuales sufrieron un
considerable aumento en sus dimensiones mostrando de forma
evidente que el tratamiento mediante r-met-hu G-CSF a altas
dosis induce a una estimulacion del desarrollo de la
espermatogénesis en corderos prepuiberes. De este modo, no
podemos descartar un posible estimulo en la liberacién de
GnRH y el posible aumento de sus receptores a nivel testicular
derivados de la estimulacién por parte del r-met-hu G-CSF
(Filgrastim), los cuales tienen un papel fundamental en el control
de la actividad de la esteroidogénesis y como consecuencia en
la funcién espermatogénica (O’Hara y Smith, 2015). Es
necesario remarcar que la activacion de las diferentes
cascadas de la sefializaciéon celular a nivel testicular
estimuladas, en parte, por las hormonas FSH, LH y testosterona
son producidas tras la liberacién de la GnRH a nivel del eje
hipotdlamo-hipofisario, que acelera el proceso de la
espermatogénesis, especialmente a nivel de actividad
meidtica, lo cual aumenta la estimulacién de la onda de
produccién de espermdtidas acentudndola notablemente
(Aponte et al. 2017).

Futuros trabajos serdn necesarios en relacién a los efectos de
la aplicacién del r-met-hu G-CSF para evaluar la influencia de
dicho factor en la produccién y calidad de muestras seminales
obtenidas a posteriori en corderos maduros sexualmente
previamente sometidos a tratamiento. De esta manera, se
podrdn obtener conclusiones concretas acerca de las ventajas
e inconvenientes de la posibilidad de adelantar la edad de la
pubertad teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir
del seminograma. De esta manera se culminaria el dltimo paso
antes de considerar si el r-met-hu G-CSF como un tratamiento
eficiente como estimulador del desarrollo sexual temprano en
la especie ovina.

CONCLUSION

En conclusién, los resultados derivados del presente estudio
mostraron que la aplicacién del r-met-hu G-CSF (Filgrastim)
como factor estimulante del desarrollo sexual en corderos
prepuberes afectd positivamente a la actividad hormonal y al
desarrollo testicular. Sin embargo, la respuesta éptima del r-
met-hu G-CSF (Filgrastim) tanto a nivel hematolégico como a
nivel macro-morfolégico e histolégico se produjo a las dosis
mas elevadas, estimulando notablemente el proceso fisiolégico
de la espermatogénesis y los niveles endocrinos de las
hormonas FSH, LH y testosterona en corderos prepuiberes.
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