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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de multiples administraciones de GnRH a
bajas dosis sobre la temperatura rectal, perineal y escrotal, y mediante analisis de
imagenes ultrasonograficas sobre el fluido testicular de carneros. Se realizo el
experimento durante la época de reproduccion tardia (mayo-junio) con 14 carneros de
un afio de edad. Siete carneros recibieron una dosis por hora de 7 ng de un anélogo
de GnRH (acetato de buserelina), con un total de 11 administraciones; y los otros siete
carneros permanecieron como grupo control. El experimento se realiz6 con un disefio
de grupos cruzados. Todas las determinaciones se realizaron una hora antes de la
primera dosis de GnRH, y 0, 1, 2, 4, 7 y 10 h luego de comenzado el tratamiento. Se
midio la temperatura rectal con un termémetro de mercurio, la temperatura perineal y
de la superficie escrotal se registraron con un termémetro laser. Se realizaron las
ultrasonografias testiculares empleando un ecégrafo (modo B) con un transductor
lineal de 7,5 MHz. Los registros de temperaturas se realizaron siempre previo al
estudio ultrasonografico para disminuir interferencias provocadas por dicho
procedimiento. Las imagenes US fueron analizadas con un software especifico
utilizando la técnica de cuatro circulos de 1 cm de diametro, sobre la misma region del
testiculo en todas las imagenes ultrasonograficas. Para el analisis estadistico, tanto la
intensidad de pixeles como las temperaturas fueron comparadas entre ambos grupos
mediante un analisis de varianza con medidas repetidas en el tiempo, incluyendo en
el modelo los efectos del tratamiento, el tiempo y sus interacciones. La temperatura
perineal (34,02 £ 0,2°C) no fue afectada por el tratamiento o el tiempo (p>0,1). La
temperatura rectal se incrementd luego de 4 h de comenzado el tratamiento
(p<0,0001) y sin diferencias entre ambos grupos. La temperatura de la superficie
escrotal en las zonas craneal, media y caudal, no se vieron afectadas por el
tratamiento (p>0,1). La intensidad de pixeles disminuyd (mayor cantidad de liquido)
como consecuencia del tratamiento con GnRH (p<0,0001). La diferencia en la
intensidad de los pixeles entre ambos grupos fue significativa a partir de 2 h de la
primera dosis de GnRH (p<0,0001). Estos cambios en la intensidad de los pixeles no
fueron acompafados por variaciones en la temperatura de la superficie escrotal. Se
concluye que multiples bajas dosis de GnRH provocaron una reduccién progresiva de
la ecogenicidad del parénquima testicular, lo que podria indicar un rapido aumento en
el contenido del fluido testicular.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of multiple administrations of low-dose
GnRH on rectal, perineal and scrotal temperatures, and ultrasound imaging of
testicular fluid in rams. The experiment was conducted during the late breeding season
(May—June) with 14 one-year-old rams. Seven rams received an hourly dose of 7 ng
of a GnRH analogue (buserelin acetate), for a total of 11 administrations; the other
seven rams remained as a control group. The experiment was conducted in a cross-
over design. All measurements were made one hour before the first dose of GnRH,
and 0, 1, 2, 4, 7 and 10 h after starting treatment. Rectal temperature was measured
with a mercury thermometer, perineal and scrotal surface temperatures were recorded
with a laser thermometer. Testicular ultrasounds were performed using a B-mode
ultrasound scanner with a 7.5 MHz linear transducer. Temperature recordings were
always made prior to the ultrasound study to reduce interference caused by the
procedure. US images were analyzed with specific software using the technique of four
circles of 1 cm in diameter, over the same region of the testicle in all ultrasound images.
For statistical analysis, both pixel intensity and temperatures were compared between
both groups using an analysis of variance with repeated measures over time, including
in the model the effects of treatment, time and their interactions. Perineal temperature
(34.02 + 0.2°C) was not affected by treatment or time (p>0.1). Rectal temperature
increased 4 h after starting treatment (p<0.0001) and without differences between both
groups. Scrotal surface temperature in the cranial, middle and caudal areas was not
affected by treatment (p>0.1). Pixel intensity decreased (increased fluid content) as a
result of GnRH treatment (p<0.0001). The difference in pixel intensity between both
groups was significant starting 2 h after the first dose of GnRH (p<0.0001). These
changes in pixel intensity were not accompanied by variations in scrotal surface
temperature. It is concluded that multiple low doses of GnRH caused a progressive
reduction in echogenicity of the testicular parenchyma, which could indicate a rapid
increase in testicular fluid content.



1. INTRODUCCION

El sector ovino ha ocupado un lugar importante en la produccién uruguaya a
través de los afos, en la actualidad compite con otros sistemas de explotacion
agropecuaria como la agricultura, la forestacion, la invernada vacuna y la lecheria
(Cardellino, 2008; Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca [MGAP], 2022a;
2022b). Desde los origenes el sector se caracterizé por ser una actividad extensiva
sobre pasturas naturales de nuestro pais, en el que predominan los sistemas de
produccion ovina de doble propésito (carne y lana) basados mayoritariamente en la
raza Corriedale (Cardellino 2018; MGAP, 2022a; Ramos, 2023a y b). Con el objetivo
de aumentar la produccion ovina del Uruguay es que se apunta a mejorar multiples
aspectos como la sanidad, la nutricion, el manejo y la seleccion de animales siendo
de suma importancia los aspectos reproductivos (De Barbieri et al., 2022). El carnero
es el elemento clave para lograr una buena eficiencia reproductiva de la majada, y
para contribuir al mejoramiento genético de la misma. Se puede considerar que los
machos con problemas de fertilidad atentan contra la obtencion de buenos resultados
reproductivos en la majada nacional, tanto por disminucion directa en la sefalada
como también por transmision de defectos congénitos y enfermedades contagiosas
(Robles, 2004). En nuestro pais la cria ovina se caracteriza, entre otros aspectos, por
largas encarneradas y el uso de carneros en una proporcion de 4% (MGAP, 2022a).
Un estudio realizado en Uruguay determiné que casi un 24,4% de los carneros
utilizados a campo no eran clinicamente aptos para la reproduccioén (Castrillejo, 1990).

Se ha demostrado que la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) es una
hormona reproductiva esencial y una valiosa herramienta endocrina para modular la
funcién del sistema reproductivo endocrino masculino (Gabor et al., 1998; Parlevliet,
Bevers, Van de Broek y Colenbrander, 2001). Sin embargo, si bien esta claro que los
testiculos retroceden rapidamente y dejan de funcionar normalmente cuando se les
priva de la estimulacién gonadotréfica normal, es evidente que la funcion diaria de los
testiculos esta en gran medida controlada localmente (Sharpe, 1983).

El fluido intersticial (IF) es el encargado de transportar todos los nutrientes para
cubrir la alta demanda energética de los tdbulos seminiferos, para la
espermatogénesis, lo cual implica una multiplicacién continua e intensa de las células
germinales (Fawcett, Neaves y Flores, 1973). Ya en la década de los 80 se comenzo
a comprobar que el aumento de flujo sanguineo testicular (FST), favorece el ingreso
de liquido y sustancias hacia el espacio intersticial testicular, aumentando asi el IF
(Intaglietta, 1981; Widmark, Damber y Bergh, 1986).

Como se ha demostrado en diversas investigaciones, la hormona luteinizante
(LH) y la gonadotropina corionica humana (hCG) tienen un papel significativo en el
aumento del FST en animales (Pozor, 2007; Sharpe, 1983). La hCG tiene efectos
idénticos a la LH en la permeabilidad capilar y en los cambios de volumen del IF
(Sharpe, 1983). Existen diversos autores que evallan y comparan las similitudes entre
las acciones de la hCG y GnRH en los sistemas reproductivos (Parlevliet et al., 2001,
Seguin, Oxender y Britt, 1977; Sharpe, 1984). Segun Sharpe (1984) los agonistas de



GnRH tienen efectos dependientes de la dosis sobre la permeabilidad capilar y los
niveles de testosterona (T) en el IF. La temperatura de la superficie escrotal y las
concentraciones séricas de LH y T aumentaron después del tratamiento con GnRH
(Gabor et al, 1998). Es bien sabido que la termorregulacion testicular tiene relevancia
en la produccion de espermatozoides morfolégicamente normales, méviles y fértiles
(Kastelic, Rizzoto y Thundathil 2018). La temperatura de la superficie del escroto de
los carneros disminuye gradualmente desde el tercio proximal al distal del 6rgano
debido al mecanismo de pérdida de calor por contraflujo de los vasos sanguineas
(Freitas et al., 2018). Ungerfeld y Fila (2012) describieron en carneros, aumentos de
la temperatura rectal, perineal y escrotal luego del contacto con ovejas en estro;
acompafiado de un aumento del fluido testicular, evaluado a través de la disminucion
de intensidad de los pixeles del parénquima testicular.

La evaluacién microestructural y funcional de los érganos de la reproduccion,
ha mejorado notoriamente la comprensién de los cambios dinamicos a nivel
histofisiolégico, por medio del andlisis computarizado de imagenes ultrasonogréaficas
(US) digitales (Chandolia et al., 1997; Evans et al., 1996, Giffin, Franks, Rodriguez-
Sosa, Hahnel y Bartlewski 2009; Ulker et al., 2005).

Hasta el momento de realizar el presente ensayo, no existian reportes de las
variaciones en el parénquima y del fluido testicular mediante el uso de la
ultrasonografia, con la administracion de multiples bajas dosis de GnRH. De acuerdo
a la revision bibliografica son escasos los trabajos en animales de produccién, que
permita dilucidar la causa que produce el aumento del fluido testicular ni que se utilicen
las variaciones en la intensidad de pixeles para la evaluacion del mismo (Gabor et al.,
1998) y no existian reportes en Uruguay, por lo que nos propusimos investigarlo.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Anatomia del aparato reproductor del carnero

El sistema reproductor masculino se compone por un ndmero de dérganos
individuales (Figura 1) que actdan en conjunto y tienen a su cargo la formacion, la
maduracion, el transporte y la transmision de células germinales masculinas
(espermatozoides). En las glandulas germinales, los testiculos, se producen
espermatozoides y hormonas. En el intensamente contorneado conducto del
epididimo los espermatozoides son almacenados hasta su maduracion definitiva y
luego transportados. Después de un largo recorrido por el conducto deferente estas
células alcanzan la zona pélvica de la uretra, sitio en el que se mezclan las
secreciones de glandulas genitales accesorias de manera que se forma el semen
(Cerveny, Konig y Liebich, 2005; Romano y Brinsko, 2013).
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Figura 1. Anatomia del aparato reproductor masculino de rumiantes
(Cerveny et al., 2005).

La existencia de un escroto penduloso facilita la exposicidén de los testiculos a
la temperatura ambiental, favoreciendo asi la pérdida de calor. El escroto presenta
una irrigacion sanguinea vy linfatica superficial lo que permite la pérdida de calor; a su
vez el aumento de la temperatura en el escroto causa vasodilatacion (Dahl y Herrick,
1959). La piel del escroto es una de las mas finas del cuerpo, no presentando grasa
subcutanea que aislaria térmicamente al testiculo. Es una de las zonas de la piel con
menos lana en carneros que presenta un importante numero de glandulas
sudoriparas, capaces de producir gran cantidad de secrecion, las cuales estan
inervadas por gran cantidad de nervios simpaticos (Ungerfeld, 2002; Waites, 1962).
Frente a temperaturas elevadas en la superficie escrotal, el hipotdlamo detecta estos
cambios y envia impulsos a estas glandulas generando un enfriamiento por
evaporacion (Robertshaw y Vercoe, 1980). Debajo de la piel del escroto hay una
lamina fina de musculo liso, la tanica dartos. La misma esta bajo el control de los
nervios simpaticos lumbares y responde a los cambios de temperatura del ambiente
contrayéndose o relajandose, lo que altera el grosor y la superficie escrotal y aleja o
acerca los testiculos al abdomen, al igual que el mudsculo cremaster. Aunque como
este Ultimo es un musculo estriado la contraccion no puede mantenerse por tiempos
prolongados (Ungerfeld, 2002).
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En pequefios rumiantes los testiculos son elipsoides y grandes en relacion con
el tamafo corporal, y penden verticalmente (Dyce, Sack y Wensing 2010). Los
testiculos estan contenidos por una firme capsula de tejido conectivo, la tunica
albuginea, por la cual discurren los grandes vasos sanguineos. Desde la capsula
irradian hacia el interior del testiculo pequefios tabiques de tejido conectivo, los septos
del testiculo, que lo dividen en lobulillos de forma piramidal. Estos tabiques se unen
entre si en el eje testicular, o algo desplazados en direccion al epididimo, para formar
el mediastino del testiculo (Cerveny et al., 2005). Mas del 90% del volumen testicular
estd constituido por parénquima avascular; formado por tubulos seminiferos
contorneados, tubulos seminiferos rectos y red del testiculo (Rete testis). El resto del
parénquima esta compuesto por el tejido intersticial altamente vascularizado (Bielli,
2002; Cerveny et al., 2005; Sharpe, 1983). El intersticio testicular consiste en células
de Leydig, vasos sanguineos Y linfaticos; y otros tipos de células (en particular, los
macréfagos), con cantidades variables de tejido conectivo (Figura 2). En los carneros
los vasos linfaticos son una caracteristica prominente en el intersticio testicular
(Sharpe, 1983). Por lo que se genera un abundante IF, bafiando las células de Leydig,
los vasos sanguineos y el exterior de los tubulos seminiferos. Es a través de este
fluido que se transportan todas las hormonas y nutrientes desde el torrente sanguineo
a las células y entre estas células dentro del testiculo (Sharpe, 1983).
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Figura 2. Estructura histolégica del parénquima testicular. (Fuente: Megias Pacheco,
Molist Garcia y Pombal Diego, 2017).
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Como se observa en la Figura 2, los tibulos seminiferos son una estructura
tubular que esta rodeada por una lamina basal. El epitelio seminifero constituye el
resto de la pared del tubulo. Es un epitelio estratificado complejo que contiene células
de dos tipos: las células de Sertoli y de la linea germinal, o células espermatogénicas
(Bielli, 2002). La espermatogénesis implica la transformacion de una célula madre
indiferenciada (espermatogonia tipo A) en un espermatozoide inmaduro altamente
diferenciado, estas células germinales estan en estrecha asociacion con el citoplasma
de las células de Sertoli, o incluso incrustadas en él. Las cuales proporcionan la
totalidad o la mayor parte del soporte nutricional y fisico para las células germinales
en desarrollo, asi como mueven las células germinales del interior de la membrana
basal hacia el lumen a medida que avanza el desarrollo (Sharpe, 1983).

2.2. Termorregulacion y circulacién testicular

Para la espermatogénesis normal es esencial el mantenimiento de una
temperatura intratesticular uniforme entre 2 a 6°C por debajo de la temperatura central
del cuerpo (Waites, 1970).

Tal como se mencion6 en la seccion 2.1, varios factores contribuyen a la
termorregulacion escrotal y testicular, incluido el cono vascular testicular que reduce
la temperatura testicular mediante el intercambio de calor a contracorriente, la
estructura del escroto que mantiene los testiculos alejados del cuerpo y genera
radiacion de la temperatura de la superficie escrotal. Ademas, la tanica dartos afecta
la ubicacion de los testiculos en relacion con el cuerpo y las glandulas sudoriparas
escrotales proporcionan enfriamiento por evaporacién (Kastelic, Cook y Coulter,
1996).

La disposicién vascular en el cordon espermatico es un sistema de intercambio
de calor notablemente eficiente (Waites y Moule, 1961). La arteria espermética interna
de muchos mamiferos es altamente compleja y en animales de granja el enrollamiento
es tan extenso que la arteria forma un cono vascular en el polo dorsal del testiculo.
Dicho cono vascular se compone por una red venosa, el plexo pampiniforme, que
rodea la altamente enrollada arteria testicular. Esta ramificacion reduce la presion
arterial media y permite la transferencia de calor de las arterias testiculares (alta
temperatura) a las venas (baja temperatura) por un sistema de intercambio de calor
contra corriente. Este mecanismo de intercambio de calor es posible, debido a que la
arteria espermatica se enrolla ampliamente y en estrecha proximidad con el plexo
venoso pampiniforme. Ademas, hay venas peri arteriales y anastomosis
arteriovenosas que facilitan la transferencia de calor, asi como la transferencia de
hormonas tales como la T de las venas hacia las arterias (Romano y Brinsko, 2013).
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El escroto controla la temperatura intratesticular, pero la temperatura de la
superficie escrotal no se ve afectada significativamente por la presencia de un testiculo
(Kastelic et al., 1996).

Las células de Sertoli estan conectadas a través de uniones estrechas, que
constituyen una barrera de transporte, denominada barrera hematotesticular; el
desarrollo de las células germinales se describe como un pasaje desde la membrana
basal (es decir, fuera de la barrera de union estrecha) al compartimiento del lumen (es
decir, dentro de la barrera de uniones estrechas). La barrera hematotesticular es de
evidente importancia en el control local de los testiculos (Sharpe, 1983). Debemos
considerar a esta barrera no sélo como un mecanismo de seleccion, previniendo la
entrada de ciertas sustancias, sino también como un medio para impedir que otras
sustancias se liberen de los testiculos; asegurando asi la concentracion local de
factores con funciones intratesticulares especificas. Esto impide funcionalmente que
muchos compuestos que se encuentran en la sangre y el IF entren en el
compartimento luminal (Romano y Brinsko, 2013; Sharpe, 1983).

Segun Kastelic et al. (2018) se ha informado sobre el papel de los vasos
sanguineos y su asociacién con la temperatura escrotal y testicular. ElI area
inmediatamente encima de la parte superior del testiculo suele ser el area mas calida
del escroto, ya que se disipa una cantidad considerable de calor de la arteria testicular
subyacente (Kastelic et al., 2018).

En un estudio en toros se encontré un aumento de la temperatura superficial
escrotal después de la administracion de GnRH, y una correlacion positiva entre dicho
aumento de temperatura y el nUmero de espermatozoides producidos (Gabor et al.,
1998). Por otra parte, se demostré que el contacto con ovejas en estro (incluido el
cortejo y el apareamiento) produce un aumento en la temperatura de la superficie
escrotal, asi como un aumento del contenido de liquido testicular en los carneros,
evaluado por disminucién de la ecogenicidad testicular (Ungerfeld y Fila, 2012).

2.3. Fisiologiareproductiva en carneros

Los ritmos reproductivos estacionales en las especies de mamiferos silvestres
reflejan adaptaciones a los cambios de temperatura y disponibilidad de alimentos que
aseguran que el parto ocurra en la época del afio Optima para la supervivencia de los
recién nacidos. En zonas subtropicales, asi como en latitudes medias y altas, las
diferentes razas de ovinos muestran cambios estacionales de su actividad
reproductiva (Gomez-Brunet, Santiago-Moreno, Toledano-Oraz y LOpez-Sebastian,
2012). Los mismos se consideran reproductores de dias cortos ya que, en condiciones
ambientales naturales, la actividad reproductiva comienza durante los dias mas cortos
de finales del verano y principios del otofio, y termina durante los dias mas largos de
finales del invierno y principios de la primavera (Hafez, 1952). Estando regulado el
comienzo y final de la estacion reproductiva por el ritmo endogeno circanual
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sincronizado por el fotoperiodo. Sin embargo el inicio y duracién de la estacion
reproductiva puede estar afectado por la interaccion del fotoperiodo con otros factores
tales como la raza, origen geogréfico, lactacion, estado nutricional, interacciones
sociales y época del parto (Gémez et al., 2012). En las regiones templadas, los
carneros también muestran cambios estacionales en su comportamiento sexual,
secrecion de T, peso testicular, como también en la cantidad y la calidad del esperma
(Ortavant et al 1985 citado por Gomez et al., 2012).

La informacién del fotoperiodo percibida por los ojos se transmite a traves de
una via multi sinaptica a la glandula pineal, donde la luz se traduce en un ciclo diario
de secrecion de melatonina caracterizado por altos niveles de secrecion durante la
noche y bajos niveles durante el dia (Arendt, 1998). La duracién de la secrecion
nocturna de melatonina, que refleja la duracion de la noche, regula la secrecion pulsatil
de la GnRH del hipotalamo (Gémez et al., 2012).

En los mamiferos el sistema reproductor de los machos esta regulado por
complejos mecanismos de retroalimentacion que implican el hipotalamo, la hipofisis
anterior y los testiculos (Romano y Brinsko, 2013). La GnRH es un decapéptido
expresado en nucleos hipotalamicos seleccionados y otras estructuras neurales. Las
neuronas hipotalamicas que producen GnRH proyectan sus axones a los lechos
capilares en la porcion basal medial del hipotdlamo. Los extremos de estos axones
estan ricamente revestidos con vesiculas que contienen GnRH, la cual se libera en el
compartimento vascular adyacente en respuesta a una variedad de estimulos
nerviosos y humorales (Smith y Jennes, 2001). La GnRH, secretada de manera
pulsatil, actia directamente sobre las células gonadotroficas de la hipofisis anterior;
estimulando la sintesis y la secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
LH. La liberacién de FSH y LH depende del patrén pulsatil de la secrecién de GnRH.
Los pulsos de GnRH de baja amplitud resultan en la liberacion de FSH, mientras que
los de alta amplitud inducen la liberacion de LH (Romano y Brinsko, 2013). Se han
asociado aumentos de LH en carneros que estaban en contacto con ovejas en estro
con aumentos en la firmeza y la elasticidad testicular (Ungerfeld y Silva, 2004).

Dentro de los testiculos, la LH se une a los receptores de membrana de las
células de Leydig y las estimula para convertir el colesterol a T. Los andrégenos (como
la T) sintetizados son difundidos en la sangre y la linfa, donde se unen a proteinas de
unién de andrégenos producidas por las células de Sertoli. La alta concentracion de
androgenos dentro de los testiculos se considera esencial para que ocurra la
espermatogénesis normal (Romano y Brinsko, 2013). La T, no soélo tiene un rol
fundamental en la espermatogénesis, sino que también participa en el desarrollo y
mantenimiento de la libido, en la actividad secretora de las glandulas sexuales
accesorias y en las caracteristicas sexuales secundarias (Bielli, 2002).

Las células de Sertoli poseen receptores de membrana para la FSH e

intranucleares para androgenos. Existen evidencias que indican que la FSH estimula
a la célula de Sertoli a secretar estrogenos a partir de la T proveniente de las células
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de Leydig mediante un proceso denominado aromatizacién. Por esto la FSH seria
importante para iniciar la espermatogénesis y la LH para que este proceso ocurra
adecuadamente (Bielli, 2002). La inhibina junto con la T estd involucrada en la
compleja funcion de la regulacién de la retroalimentacion de la hipofisis (Romano y
Brinsko, 2013; Ruckebusch, Phaneuf y Dunlop, 1994).

Debido a que el desarrollo y la funcion testicular dependen claramente de las
hormonas gonadotréficas secretadas por la hipdfisis anterior, tal vez sea inevitable
que los investigadores de la reproduccion en general hayan llegado a considerar que
la regulacion de la funcion testicular esta predominantemente bajo el control de la
hipofisis. Si bien esta hormona ofrece los estimulos basicos de los que depende la
funcidn testicular, el como y cuando responde el testiculo a estos estimulos, y en qué
medida estos estimulos se utilizan, parece estar determinado por complejos factores
intratesticulares (Sharpe, 1983; 1984).

2.4. Fluido testicular

El FST es altamente importante para la funcion del 6rgano, y puede ser
particularmente critico para el testiculo porque los tubulos seminiferos tienen una
concentracion de oxigeno muy baja (Setchell, 1990 citado por Samir et al., 2015). La
espermatogénesis se adapta a un ambiente de baja tension de oxigeno dentro de los
tubulos seminiferos para evadir el dafio de los espermatozoides por los radicales libres
de oxigeno (Setchell, 1998 y Aitken, 1999 citado por Samir, EI-Shalofy y EI-Sherbiny,
2023). Por lo tanto, cualquier reduccion del FST causa dafio isquémico y el deterioro
de la espermatogénesis (Kay, Grobbelaar y Hattingh, 1992). Herwig et al. (2004)
demostraron que la calidad y cantidad del esperma depende de la perfusion
sanguinea dentro del testiculo. En condiciones de hipoxia aguda, los testiculos
mantienen el suministro y la captacién de oxigeno aumentando el flujo sanguineo y la
extraccién de oxigeno, sin indicacion de metabolismo anaerdbico (Kastelic et al.,
2018).

La velocidad de formaciéon del IF, que es esencialmente lo que controla la
velocidad de entrada de la mayoria de los compuestos a los testiculos, esta
determinada en gran medida por la permeabilidad de los capilares testiculares, y esta
altima es bajo control hormonal y local (Sharpe, 1983).

El FST puede estar influenciado por factores tales como la postura, la
temperatura y por sustancias vasoactivas comunes, tales como las prostaglandinas y
los neurotransmisores (Free, 1977; Setchell, 1970; Setchell, 1978 citados por Sharpe
1983). Desde el punto de vista del control local de los testiculos, el efecto
potencialmente mas importante es la capacidad de la LH para aumentar el FST. Dicho
efecto y el que tiene sobre la permeabilidad capilar no se considera que es una accion
directa en la vasculatura, pero es probablemente mediada por factores testiculares
producidos en respuesta a ella (Sharpe, 1983). Hay antiguas evidencias, de acuerdo
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a lo reportado por Williams (1949), que indican claramente que algun producto de las
células intersticiales (células de Leydig, macréfagos) puede regular tanto la naturaleza
como la cantidad del suministro de sangre en sus proximidades.

Existen trabajos recientes que demostraron la accion de la FSH en el aumento
del FST, los cuales encontraron una asociacion del mismo a aumentos en la
concentracion de estradiol (E2) y 6xido nitrico (ON) debido al poderoso efecto
vasodilatador de ambos (Samir et al., 2023). Recientemente se ha evaluado que el
efecto de la administracién aguda de melatonina mejoro el flujo sanguineo de la arteria
testicular y aumento la FSH, la T y el E2 en machos cabrios (Samir et al., 2023).

Hay estudios que demuestran que la hCG comparte receptores con LH
(Assmus et al., 2005). La hCG tiene efectos idénticos a la LH en la permeabilidad
capilar (Setchell y Sharpe, 1981), que a su vez conduce a un marcado aumento en el
volumen del IF (Sharpe, 1980). El FST total, el volumen de fluido intersticial y el flujo
linfatico de los testiculos, aumentan después del tratamiento con hCG (Setchell y
Sharpe, 1981). Como menciond Matteo et al. (2006), existen estudios experimentales
gue demostraron que la administracién de hCG es capaz de disminuir el indice de
resistencia de los vasos intratesticulares, y en consecuencia, incrementar el suministro
del FST. Se ha reportado que la hCG puede alterar la actividad del musculo liso a nivel
arteriolar de la microcirculacion testicular, induciendo el intercambio transvascular de
liquido y aumentando los periodos de flujo sanguineo continuo (Damber, Bergh,
Fagrell, Lindahl y Rooth, 1986).

Los cambios hemodinamicos inducidos por las gonadotropinas en el tracto
reproductivo masculino pueden estar mediados por cambios en el equilibrio de
eicosanoides vasoactivos (Matteo et al., 2006). Los eicosanoides no se almacenan y
tienen una vida media muy corta, caracteristicas como estas los hacen estratégicos
en la regulacién del microambiente celular y la homeostasis. Los prostanoides
pertenecen al grupo de los eicosanoides, que incluye a las prostaglandinas, las
prostaciclinas y los tromboxanos (Dominguez, 2006). El tromboxano Az (TXA2) es un
potente estimulador de la agregacién plaquetaria y causa vasoconstriccion, mientras
que la prostaciclina (PGI2) inhibe la agregacion plaquetaria y causa vasodilatacion
(Armstrong, 1996; Narumiya et al., 1999 citado por Matteo et al., 2006). Varios
estudios comprobaron la accién vasoconstrictora de la prostaglandina E2 (PGEz) en
diversos vasos sanguineos (Toth et al., 1994; Wilhelmsson, Lindblom, Wikland y
Wigvist 1981). Las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y COX-2, respectivamente) catalizan
el primer paso enzimatico en la formacién de los eicosanoides (Dominguez, 2006;
Park, Pillinger y Abramson, 2006). La hCG da como resultado un aumento de COX-1,
COX-2 y PGI2 sintetasa y al mismo tiempo una disminucién de PGE:2 y TXA: sintasa
(Toth et al., 1994). Por lo tanto, estos cambios en los eicosanoides y sus enzimas
pueden mediar el efecto vasodilatador de la hCG y la LH en las arterias (Toth et al.,
1994).
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Una anica inyeccion subcutanea de hCG en dosis altas induce aumentos
rapidos y transitorios en los niveles de citoquinas proinflamatorias, como la
interleucina 13, en los testiculos de rata. Las células de Leydig son el principal objetivo
testicular para la activacion de la hCG a través del receptor de LH (Assmus et al.,
2005). Estos autores concluyeron que la hCG induce inflamacién testicular mediante
las células de Leydig, produciendo una activacion local de los macrofagos residentes
para la produccién de citocinas proinflamatorias. La exposicion local a la interleucina
1B induce una respuesta vascular, incluida la extravasacion de leucocitos al intersticio
testicular (Assmus et al., 2005).

La vasculatura testicular es Unica en varios sentidos, los microvasos
testiculares normalmente son resistentes a los mediadores de la inflamacion
(Rudolfsson, Johansson, Lissbrant, Wikstrom y Bergh, 2003). Como menciono Bergh,
Damber y Widmark (1990), basandose en sus ensayos previos, el tratamiento de ratas
macho adultas con hCG o LH en dosis altas produce cambios similares a la
inflamacion en la microcirculacion testicular. Dentro de las 4 horas posteriores al
tratamiento, los leucocitos polimorfonucleares (PMN) se acumulan en los vasos
sanguineos, se abren espacios entre células interendoteliales en las vénulas
poscapilares y, a través de esta ruta, las macromoléculas se filtran y los PMN migran
al espacio intersticial. La hCG aumenta la proliferacién de las células endoteliales, la
permeabilidad vascular y la sensibilidad a los mediadores de la inflamacion inyectados
localmente; también genera una mayor expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) Ay la angiopoyetina (ANG) 2 (Rudolfsson et al., 2003). La ANG 1, la
ANG 2y su receptor 2 se expresan en los testiculos, aparentemente exclusivamente
en los vasos sanguineos. La inyeccion de ANG 2 en el testiculo aumenta la
proliferacion de células endoteliales y el volumen del espacio intersticial (Rudolfsson
et al., 2003). Una dosis Unica de VEGF-A en el testiculo aumenta la proliferacion de
células endoteliales (Rudolfsson, Wikstrém, Jonsson, Collin y Bergh, 2004). Pero, a
diferencia de la mayoria de los otros tejidos en los que el VEGF-A causa un aumento
agudo importante en la permeabilidad vascular, en los testiculos sélo produce un
aumento moderado (Rudolfsson et al., 2004).

La gonadotrofina coriénica equina (eCG) es una hormona con actividad similar
alaFSHylaLH (Cole, 1936; Talamantes y Ogren, 1988 citados por Bergh, Damber,
Lieu y Widmark, 1992). El tratamiento con eCG en ratas adultas dio como resultado
un aumento del doble en el FST a las 24 h y un aumento en el volumen de liquido
intersticial a las 36 h después de su administracion (Bergh et al., 1992). Como lo
mencionan los autores anteriormente citados, no es sorprendente que la eCG diera
como resultado un aumento en el FST que pareci6 ocurrir al mismo tiempo y ser de la
misma magnitud que después del tratamiento con hCG.

La propia GnRH se degrada rapidamente y su vida media en la circulacién es
de aproximadamente 2 a 4 minutos. Los analogos agonistas ejercen la misma
actividad biologica que el péptido nativo pero son mas resistentes a la degradacion
enzimatica y poseen mayor afinidad por el receptor de GnRH (Ortmann, Weiss y
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Diedrich, 2002). El acetato de buserelina es un agonista de GnRH, el cual es
aproximadamente 50 veces mas potente que la GnRH nativa (Chenault, Kratzer,
Rzepkowski y Goodwin, 1990). La administracion cronica de dosis altas conduce a la
supresion del nimero de receptores de GnRH. Se ha observado que con dosis bajas
de GnRH, la hipdfisis no se vuelve refractaria a la estimulacion repetida como ocurre
con dosis mucho mas altas (McLeod et al., 1982). La administracion intravenosa de
agonistas de GnRH induce un aumento de la secrecion de LH y T en cuestién de
algunos minutos (Fraser y Lincoln, 1980). Esto es reafirmado por McLeod, Haresign y
Lamming (1982) quienes describieron un aumento en la pulsatilidad de la LH mediante
multiples tratamientos con bajas dosis de GnRH. La utilizacion de GnRH en carneros
durante la temporada no reproductiva, no sélo dio como resultado concentraciones
mas altas de T y una actividad de apareamiento mas elevada, sino también un
aumento del tamafio de los testiculos y una mejora en la calidad del semen
(Schanbacher y Lunstra, 1977).

En cuanto a la utilizacion de ultrasonografia Doppler de onda pulsada, el indice
de resistencia (RI) y el indice de pulsatilidad (PI) son medidas precisas del flujo
sanguineo arterial y representan informacion sobre la vasculatura testicular (El-
Shalofy y Hedia, 2021). Los ensayos en carneros revelaron una disminucion sustancial
en los valores del Rl y del Pl después de la administracion de acetato de buserelina,
reflejando un consiguiente aumento en la perfusion sanguinea testicular debido a la
falta de resistencia de la pared arterial interna al flujo sanguineo, lo que es beneficioso
para la funcionalidad testicular (El-Shalofy y Hedia, 2021). Esto concuerda con lo
descripto por Samir et al. (2015), quienes evaluaron el efecto de una sola inyeccion
de hCG o de GnRH en la disminucion de los valores del Rl y del Pl de la arteria
supratesticular, lo que podria resultar en un aumento de la perfusion sanguinea
testicular, y conducir a un aumento de la permeabilidad vascular testicular y el liquido
intersticial. Tanto la administracién de hCG como de GnRH pueden mejorar el FST y
el volumen testicular en machos cabrios, se observd que dichos aumentos se
producen significativamente mas temprano y son mayores con hCG (1 h) que con
GnRH (2 h), una posible explicacion para esto puede estar relacionado con el efecto
directo de la hCG en comparacion con el efecto indirecto de la GnRH (Samir et al.,
2015).

2.5. Ultrasonografiay su analisis

La imagen US se basa en la densidad relativa (contenido de fluido) del tejido
gue esta siendo examinado, es decir, la capacidad intrinseca de los tejidos de reflejar
o transmitir ondas acusticas de alta frecuencia (Ginther, 1986). La organizacion micro-
anatomica de los tejidos y el relativo fluido que componen los 6rganos son la
determinacion primaria de la apariencia o el patron de imagen US de un tejido, el que
se denomina ecotextura (Evans et al., 1996). De modo simple, a mayor contenido de
fluido, menor ecogenicidad del tejido (Evans et al., 1996; Giffin et al., 2009; Pierson y
Adams, 1995). Una imagen US esta formada por miles de elementos de imagen o
pixeles. Cada pixel representa el reflejo del tejido y puede asumir uno de los 256 tonos
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de grises, que van desde el negro (0) al blanco (255) (Carnevale, Checura, Coutinho,
Adams y Pierson 2002; Giffin et al., 2009; Pierson y Adams, 1995; Singh, Adams y
Pierson, 2003). Las US son afectadas por diferentes condiciones, colocando
limitaciones en la precision de la interpretacion de las imagenes y el analisis de
pixeles. Una de estas condiciones es la configuracion diferente del ultrasonido, es
decir, la ganancia principal, cercana y lejana, los puntos focales, etc. Estos ajustes
estan bajo el control directo del operador y, segin como se requieran, pueden ser
manipulados o ser mantenidos constantes (Giffin et al., 2009). La ultrasonografia es
una técnica no invasiva que ha permitido la evaluacion de la anatomia normal de los
testiculos en diferentes especies (Evans et al., 1996). Es una herramienta segura para
la evaluacion testicular, pues estudios realizados indican que es posible obtener una
imagen del parénquima testicular sin alterar la calidad y cantidad de espermatozoos,
la circunferencia escrotal o la consistencia testicular (Coulter y Bailey, 1988).

El testiculo aparece como una estructura homogénea y moderadamente
ecogénica con un mediastino testicular situado centralmente, representado por una
linea hiperecogénica en las imagenes tomadas en el plano longitudinal y por un
terreno casi circular en las imagenes transversales (Figuras 3 y 4) (Ahmad, Noakes y
Subandrio, etal., 1991).

Figura 3. Imagen US del parénquima
testicular en un corte longitudinal de un
carnero (Fuente: imagen tomada en el marco
de la presente tesis).
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4+ Length 2,60 cm

Figura 4. Imagen US del parénquima
testicular en un corte transversal de un jabali
(Liepa et al., 2014)

El uso de la escala de grises de las imagenes US se utiliza para la evaluacion
microestructural y funcional de los 6rganos de la reproduccion (Chandolia et al., 1997;
Evans et al., 1996; Giffin et al., 2009; Ulker et al., 2005). El ojo humano puede percibir
claramente la variacion de tonos de grises pero sélo puede distinguir entre 18 a 20
tonos de gris (Baxes, 1994 citado por Singh et al., 2003). El analisis computarizado de
imagenes US digitales ofrece un método sensible y objetivo de cuantificar la
ecogenicidad del tejido, con la capacidad de detectar cambios en las estructuras que
anteriormente solo eran visualizados por la histologia (Giffin et al., 2009). En este
sentido, es uno de los avances tecnologicos que permiten el uso de la ultrasonografia
como herramienta biomédica mas amplia (Brito, Silva, Barbosa, Unanian y Kastelic,
2003).

Los cambios en la ecogenicidad testicular (intensidad de pixeles) estan
relacionados con cambios en la histomorfologia (Giffin et al., 2009) y la hemodinamica
testicular (Hedia y El-Belely, 2021).
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3. HIPOTESIS

La aplicacion de multiples administraciones de GnRH a bajas dosis durante un
dia aumenta la temperatura rectal, perineal y escrotal; y disminuye la ecogenicidad del
parénquima testicular de carneros.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de multiples administraciones de GnRH a bajas dosis sobre
la temperatura rectal, perineal y escrotal; y mediante andlisis de imagenes
ultrasonograficas sobre el fluido testicular de carneros.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la relacion de las administraciones de GnRH sobre la temperatura
rectal, perineal y escrotal.

e Determinar el efecto de la GnRH sobre la ecogenicidad del parénquima testicular.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Disefo experimental

El experimento se llevé a cabo en el Departamento de Fisiologia (Facultad de
Veterinaria, Montevideo-Uruguay, 35° S), entre los meses de mayo y junio, durante la
estacion reproductiva tardia de carneros. Para seleccionar los animales del ensayo se
efectud un examen objetivo general y particular del aparato reproductivo de los
carneros con el objetivo de descartar anormalidades. La muestra se conformo por 14
carneros cruza (Corriedale x Milchschaf) de un afio de edad, con un peso promedio
de 47,4 + 1,6 Kg. El disefio de este experimento fue de grupos cruzados con
determinaciones repetidas. Dichos carneros fueron asignados al azar a uno de los dos
siguientes grupos (n=7):

Grupo Control - Sin administracion de GnRH.
Grupo GnRH - Con administracion de GnRH.

Luego de transcurrida una semana se invirtieron los grupos, tratando los
controles con GnRH y viceversa. De este modo se evitaron la influencia de los efectos
dia e individuo.

5.2 Manejo de los animales

El protocolo realizado para el manejo animal esta aprobado por el expediente
N° 111130-00288-13 de CHEA. En cuanto al manejo sanitario se contempl6 que los
carneros se encontraban con la sanidad correspondiente para dicha categoria (vacuna
contra Clostridiosis y antiparasitarios internos y externos).

Ambos grupos estuvieron alojados y alimentados juntos en un corral de 5 por 3
metros con piso de cemento y era apartado el animal a manipular momentaneamente.
Los animales se alimentaron con aproximadamente un promedio de 355 gr. de alfalfa,
110 gr. de maiz y 38 gr. de soja por animal, manteniendo una asignacion estable;
fraccionando dicha dieta en dos administraciones al dia y contaron con libre acceso al
agua. Previo a comenzar el ensayo experimental se realizé esquila en zona escrotal
y ventral del cuello.
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5.3 Registros

Ambos grupos fueron manejados simultaneamente para evitar efectos
ambientales, asi como también influencias del ritmo circadiano. En cada examen, los
carneros estaban en la misma secuencia y se llevaron a cabo los mismos
procedimientos. Como se esquematiza en el cronograma de la Figura 5, se considero
como hora 0 el inicio del tratamiento de GnRH. Los registros de temperaturas y la
toma de imagenes US fueron realizados en las horas: menos una, cero, una, dos,
cuatro, siete y diez.

GnRH
4 ,ﬂ # # o ’: # # # # #”
| l | | i I ! L1 l I |
| | | | i i i | 1 |
g 8 T % 4 yé 10
HORAS
REGISTROS

Figura 5. Cronograma de muestreo: las jeringas esquematizan las administraciones de
acetato de buserelina al grupo GnRH y los nimeros indican el tiempo (h) de los registros de
las temperaturas y las imagenes US en todos los animales.

5.3.1 Registros de temperatura

Se registré la temperatura rectal con un termOmetro de mercurio y las
temperaturas de la region perineal y escrotal por medio de un termémetro laser (IR-
102 Infrared Thermometer; Super Elec. Equip Co., Shanghai, China). En cuanto a la
temperatura escrotal, se midi6é en la cara anterior de cada testiculo, en zonas craneal,
media y caudal. Los registros de temperaturas se realizaron siempre previo al estudio
ultrasonografico para disminuir interferencias provocadas por dicho procedimiento.
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5.3.2 Imégenes US testiculares

Se utilizé un equipo de ultrasonografia modo-B, modelo Wed 9618V (Welld,
Guangdong, China), con un transductor lineal de 7.5 MHz. Con el animal sentado se
efectuaron las ultrasonografias en ambos testiculos en su cara lateral, en corte
longitudinal tomandose como referencia el rafe medio, como se muestra en la Figura
6. Para ello previo a realizar las ultrasonografias se aplic6 una capa de
aproximadamente 0,5 cm de gel de Carboxi-metil-celulosa de consistencia semiliquida
sobre la piel escrotal para posibilitar un buen contacto con el transductor. Los valores
de ganancia total, cercana y lejana, fueron estandarizados en valores
predeterminados, a los efectos de normalizar los atributos de las imadgenes US para
evitar que incidieran en el analisis de las mismas. Por la misma razén, todas las
ultrasonografias fueron realizadas por el mismo operador. Posterior a cada estudio
ultrasonografico se realiz6 el secado de la piel escrotal, utilizando toallas de papel,
para disminuir las interferencias en la temperatura de la misma.

Figura 6. Registro de imagen US del
parénquima testicular en su cara lateral
(Fuente: elaboracion propia).

Las imagenes fueron congeladas y guardadas en la memoria del equipo.
Posteriormente las imagenes US se evaluaron con un software especifico (Imagen
Proplus 3.01; Media Cybernetics, LA, USA), utilizando la técnica de medicion puntual,
descripta por Pierson y Adams (1995). La misma consistié en la seleccion de 4 zonas
circulares (1cm de diametro), en lugares iguales para todas las imagenes, como
muestra la Figura 7. En esas zonas se midi6 la intensidad de pixeles del parénquima
testicular, en una escala de 1 (negro) a 255 (blanco). Se realizé un promedio por
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carnero de los pixeles obtenidos en las 4 zonas de ambos testiculos en cada registro;
guedando asi un valor por carnero en cada momento del ensayo.

Figura 7. Método de medicion de pixeles: Ultrasonografia del
parénquima testicular de un carnero. Los circulos indican los
sitios de medicion de pixeles (Fuente: elaboracion propia).

5.4 Administracion de GnRH

El principio activo utilizado fue acetato de buserelina, el cual es un analogo de
GnRH (GnRH®, Rio de Janeiro, Santa Fe, Argentina). A los carneros del grupo GnRH
se les administraron dosis de 7 ng/animal a través de la via intravenosa en la vena
yugular, en la zona media del cuello. Se utilizaron jeringas de 1ml con agujas 21G
(0,8mm x 40mm) y previo a cada dosificacion se realizé desinfeccién de la zona con
alcohol. Fueron realizadas dosificaciones seriadas cada una hora, totalizando 11
administraciones por animal. La dosificacion fue basada en el trabajo de Tasende,
Meikle, Rodriguez-Pifion, Forsberg y Garofalo (2002).

5.5 Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico, tanto la intensidad de pixeles como las distintas
temperaturas fueron comparadas entre ambos grupos mediante un analisis de
varianza con medidas repetidas en el tiempo, incluyendo los efectos del tratamiento,
el tiempo y sus interacciones. Se realizo prueba de rango Post hoc con el test de LSD.
El analisis se evalu6 por medio de STATA 11 (StataCorp LP, College Station, TX,
USA). Los valores se analizaron como media + error estandar y se consideré como
diferencia significativa a valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 Temperaturas de los carneros de ambos grupos

La temperatura perineal (34,02 + 0,2°C) no se afectd por el tratamiento ni por
el tiempo (p>0,1). La temperatura rectal se incremento luego de 4 h de comenzado el
tratamiento (13:00 h) (p<0,0001) y sin diferencias entre ambos grupos (Figura 8a).

Tanto las temperaturas craneales, medias y caudales de la superficie escrotal
no se vieron afectadas por el tratamiento (p>0,1), las cuales se presentan agrupadas
en la Figura 8b. La temperatura craneal de la superficie escrotal no fue afectada por
el tratamiento ni el tiempo (p>0,1). La temperatura en la superficie escrotal media
disminuyd significativamente 2 horas después de que comenzo el tratamiento (11:00
h), y permanecié baja 2 horas (p<0,0001). En cuanto a la temperatura de la superficie
escrotal caudal, fue mayor en la primera medicion, disminuy6 alas 0y 1 h (p<0,0001)
y aument6 nuevamente alas 4y 7 h (13:00 y 16:00 h) con una p<0,05.
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Figura 8. a. Temperatura rectal de ambos grupos. b. Temperaturas de superficie
escrotal; datos agrupados de ambos grupos. Tomandose como hora 0 el
comienzo del tratamiento.
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6.2 Ecogenicidad testicular de los carneros de ambos grupos

Tal como se muestra en la Figura 9, a través de las mediciones de ecogenicidad
testicular de ambos grupos (GnRH y control), se observé una diferencia entre los
grupos que fue significativa a partir de las dos horas de comenzado el tratamiento
(p<0,0001). La intensidad de pixeles a lo largo del tiempo en los animales tratados
mostré una disminucion (p<0,0001), la que comenzé luego de transcurrida una hora
del inicio del tratamiento.
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Figura 9. Intensidad de pixeles de las ultrasonografias testiculares de ambos grupos.
Tomandose como hora 0 el comienzo del tratamiento. % Indica diferencias significativas entre
grupos (p<0,0001).
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7. DISCUSION
7.1 Efecto de GnRH sobre las temperaturas

Con respecto a las temperaturas, no se observaron cambios relacionados con
la administracion de GnRH. EIl ligero aumento (aproximadamente 0,5°C) de la
temperatura rectal se observo a la hora 4, el que coincidié con el muestreo con la
mayor temperatura ambiental (13:00 h), y no estuvo relacionado con el tratamiento.
No se observaron cambios en la temperatura de la superficie del escroto entre ambos
grupos. Si bien se registraron algunas variaciones a lo largo del tiempo en algunas
zonas de la superficie escrotal (sobre todo en zona caudal), dichas diferencias no se
correlacionan a ningun evento fisiolégico ni ambiental. Una posible explicaciéon es el
instrumento utilizado para dicha medicion, que no tiene una precision adecuada como
por ejemplo la camara termogréfica infrarroja. Por lo que seria interesante evaluar a
través de una camara termogréfica, si existen cambios en la temperatura tras la
administracion de GnRH. Ya que existen reportes de aumentos de temperatura
escrotal asociados a una Unica dosis de GnRH (Gébor et al., 1998), quienes utilizaron
diferentes analogos, dosis y vias de administracion con respecto a nuestro ensayo, lo
que pudo afectar los resultados. Se describen aumentos de temperatura escrotal
(medido con termometro laser) en carneros asociados con disminucién en la
intensidad de pixeles, los cuales fueron detectados posterior a la actividad sexual
(Ungerfeld y Fila, 2012). Este aumento en la temperatura escrotal fue acompafiado
con aumento en temperatura rectal y perineal. Lo que puede indicar que los aumentos
en la temperatura escrotal estan relacionados a la actividad fisica propiamente dicha
y no asociado a cambios en la irrigacion testicular. Por otra parte, recientemente se
ha reportado la administracion de buserelina en carneros con aumento en las
concentraciones de testosterona sin deteccion de cambios en la temperatura escrotal,
medida por termografia (Ungerfeld et al., 2023).

7.2 Efecto de GnRH sobre la ecogenicidad testicular

En este experimento hemos demostrado que tras las mdultiples administraciones
de dosis bajas de GnRH, se produjo una reduccién progresiva de la ecogenicidad del
parénquima testicular. Dicha disminucion de la ecogenicidad ocurre como
consecuencia de una menor intensidad de pixeles (Evans et al., 1996). Esta respuesta
fue rapida, ya que las diferencias entre animales tratados y control eran evidentes
incluso 1 h después de la primera administracion de GnRH.

Como lo describen Midgley, et al. (1997) cada uno de los pulsos episddicos de
GnRH se asocia directamente con un pulso posterior de LH en el plasma, que se
produce en pocos minutos. En nuestro estudio, se administraron dosis continuas de
GnRH en busca de producir un estimulo de secrecion continua de LH sin provocar
picos de esta. Dado que en el presente estudio se utilizaron las mismas dosis que
Tasende et al. (2002), quienes determinaron las concentraciones de LH, es esperable
la ausencia de picos de dicha hormona, a pesar de no haber evaluado su
concentracion.
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Como ya se menciond anteriormente, existe una alta correlacion entre el
aumento de LH y la secrecion de T por lo cual consideramos que hubiera sido de gran
importancia la medicion de esta Ultima para evaluar la respuesta endocrina de la
GnRH administrada. Si bien no hemos encontrado articulos que evallen los efectos
de la GnRH en machos a dosis tan bajas como la utilizada en nuestro ensayo, existen
trabajos posteriores al nuestro que respaldan esta teoria. Se ha reportado aumento
del FST tras la administracion de buserelina, medido por ultrasonografia Doppler (El-
Shalofy y Hedia, 2021). Al igual que Samir et al. (2015) quienes describen incremento
del FST por administracion de GnRH evaluado a través del mismo método. Ambos
trabajos describen la accion indirecta de la GnRH, a través del estimulo de la secrecion
de LH y a su vez de T, refiriendo a una alta correlacion positiva entre las
concentraciones de T y el FST. También se ha descripto un aumento de la perfusion
testicular (registrada por ultrasonografia Doppler) luego de la administracion de hCG
con una correlacion significativa con la concentracion de T (Pozor, 2007). Vale
destacar el valor de la ultrasonografia Doppler que en la actualidad es una de las
técnicas mas sencillas y precisas para estimar el FST (Velasco y Ruiz, 2021), con la
cual no contabamos en el momento de nuestro ensayo. La reduccién de la
ecogenicidad testicular (intensidad de pixeles) podria deberse al mayor flujo
sanguineo en los tejidos testiculares después del tratamiento (El-Shalofy, Shahat y
Hedia, 2022; Samir et al., 2023). Los aumentos en la perfusion sanguinea pueden
provocar aumentos en los fluidos intratesticulares que, a su vez, reducen la intensidad
de los pixeles de la ecotextura (Samir et al., 2023). Por el contrario, Samir et al. (2023)
describen dicha reduccion de pixeles sin cambios significativos en las concentraciones
de Ty la vinculan a aumentos de E2 y NO provocados por una Unica administracion
de FSH de accién prolongada. Una de las razones que explicaria por qué obtuvimos
una respuesta en la mitad del tiempo que Samir et al. (2015) (1 hy 2 h
respectivamente) es la via intravenosa que utilizamos en comparacién con la
administracion intramuscular en el otro estudio. Ademas, en ambos estudios se
utilizaron diferentes analogos de GnRH.

La regulacién del flujo sanguineo testicular es un proceso complejo en el cual
existen muchos factores responsables de dicho control y alin no esta completamente
identificado. Por lo que es posible que uno de los tantos mecanismos de regulacién
de la hemodinamica testicular sea mediada por LH a través de la T. A pesar de que la
cantidad de liquido no se puede medir mediante ultrasonido, las diferencias
observadas en paralelo entre ambos grupos podrian indicar que los carneros tratados
con GnRH tenian mayor irrigaciéon del parénquima testicular que los machos no
tratados.

Tras todo lo estudiado creemos de gran utilidad investigaciones adicionales de
la accién de la GnRH sobre la hemodindmica testicular. Estos cambios en la
circulacion testicular pueden resultar en una mejora en el potencial de fertilidad en los
carneros, especialmente durante la temporada no reproductiva, a través de influencias
positivas sobre el FST y a su vez sobre la espermatogénesis.
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8. CONCLUSION

En nuestro disefio experimental no se observaron cambios asociados al
tratamiento con GnRH sobre la temperatura rectal, perineal y escrotal.

Las multiples dosis bajas de GnRH disminuyeron la ecogenicidad del

parénquima testicular de carneros, lo que podria deberse a un aumento del fluido
testicular.
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