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1. RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo determinar si la administracion de B-NGF mejora el
desempefio reproductivo de los carneros fuera de la estaciéon reproductiva. El estudio
se realizé durante la mitad de la estacién no reproductiva (octubre-diciembre) con dos
grupos de carneros Corriedale: tratados con 1 mg -NGF (grupo GB-NGF) y un grupo
control no tratado (grupo CON). Los carneros tratados recibieron cuatro dosis de -
NGF administradas cada 5 dias. Se evaluaron periédicamente las caracteristicas del
eyaculado (volumen, concentracién, motilidad, morfologia, membrana funcional) y las
concentraciones plasmaticas de testosterona hasta 58 dias luego de la primera
administracién. El tratamiento con B-NGF aumento significativamente el volumen del
eyaculado (P=0,004), el total de espermatozoides eyaculados (P=0,006), asi como el
total de espermatozoides normales (P=0,002), motiles (P=0,02) y con motilidad
progresiva (P=0,01) eyaculados. Estos efectos no se manifestaron inmediatamente,
observandolos luego de finalizado el periodo del tratamiento. El tratamiento no
modificé las concentraciones séricas de testosterona. Se concluydé que la
administraciéon intramuscular de B-NGF a carneros Corriedale fuera de la estacion
reproductiva mejora su desempeno reproductivo al aumentar la cantidad total de
espermatozoides, su motilidad, su morfologia y el volumen del eyaculado, lo cual
podria ser una herramienta biotecnoldgica para optimizar el uso de carneros de alto
valor genético.



2. SUMMARY

This study aimed to determine whether the administration of B-NGF improves the
reproductive performance of rams outside the breeding season. The study was
conducted during the middle of the non-breeding season (October—December) using
two groups of Corriedale rams: one treated with 1 mg of B-NGF (GB-NGF group) and
an untreated control group (CON group). Treated rams received four doses of B-NGF
administered every five days. Ejaculate characteristics (volume, concentration, motility,
morphology, functional membrane integrity) and plasma testosterone concentrations
were periodically evaluated for up to 58 days after the first administration. B-NGF
treatment significantly increased ejaculate volume (P=0.004), the total number of
ejaculated spermatozoa (P=0.006), and the number of normal (P=0.002), motile
(P=0.02), and progressively motile spermatozoa (P=0.01). These effects were not
immediate and were observed after the treatment period had ended. The treatment did
not alter serum testosterone concentrations. It was concluded that intramuscular
administration of B-NGF to Corriedale rams outside the breeding season improves their
reproductive performance by increasing total sperm count, motility, morphology, and
ejaculate volume. This approach may serve as a biotechnological tool to optimize the
utilization of genetically valuable rams.



3. INTRODUCCION

El factor de crecimiento neural beta (B-NGF) es una molécula proteica, originalmente
llamada asi por su rol como factor de crecimiento del tejido nervioso (Rocco et al.,
2018). Sin embargo, la misma molécula fue encontrada en otros tejidos, cumpliendo
diferentes funciones bioldgicas. En particular, el B-NGF fue encontrado en el plasma
seminal de varias especies, incluyendo rumiantes domésticos (Bogle et al., 2018;
Hoffman & Unsicker, 1982). Ratto et al. (2012) reportaron que el B-NGF alcanza
importantes concentraciones en el plasma seminal de la llama y otros camélidos,
siendo la sustancia responsable de la ovulacion inducida en estas especies. Ademas,
se ha demostrado la presencia de B-NGF y sus receptores en el tracto reproductivo
masculino de varias especies (Bogle et al., 2018; Jin et al., 2010, Li et al., 2010),
incluyendo los carneros (Mercati et al., 2024), lo que sugiere potenciales funciones en
la regulacién de la espermatogénesis y la maduracién espermatica.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4 .1 Ovulacién inducida en camélidos

Los camélidos son especies de ovulacion inducida, es decir, que se necesita la copula
para inducir la secrecion de GnRH en el hipotalamo, seguida por la liberacion
preovulatoria de la hormona luteinizante (LH) desde la hipofisis (Adams et al., 2005;
Adams & Ratto, 2012; Silva et al., 2020). EI primer aumento significativo en las
concentraciones de LH plasmatica ocurre entre 15 y 40 minutos después del inicio del
apareamiento en llamas y alpacas (Bravo et al., 1990). El rapido aumento en la
concentracion de LH plasmatica tras la copula en camélidos se asemeja al observado
en conejos (Jones et al., 1976) y gatos (Concannon et al., 1980), especies también
clasificadas como de ovulacién inducida. Originalmente se asumia que la estimulacién
fisica de la intromisién del pene era la responsable del desencadenamiento del
aumento preovulatorio de LH (Fernandez-Baca et al., 1970). Sin embargo, los
resultados de estudios recientes en llamas y alpacas apoyaron la hipétesis de que una
sustancia quimica contenida en el semen es responsable de inducir la ovulacién.
Adams et al. (2005) demostraron la existencia de un potente factor inductor de
ovulacién (Ovulation inducing factor, OIF por su sigla en inglés) tras desencadenar la
ovulacién en el 93% de las alpacas y 90% de las llamas tratadas con plasma seminal
intramuscular de su respectiva especie. Sorprendentemente, en dicho trabajo ninguna
de las hembras ovul¢ tras la deposicion intrauterina del plasma seminal. Los autores
de dicho estudio atribuyeron las diferencias a una absorcion atenuada de OIF desde
la mucosa uterina en comparacion con el musculo.

En los camélidos, la copula tiene una duracion prolongada, que varia entre 5 y 50
minutos, con un promedio de 18 minutos en alpacas y 20 minutos en llamas (Bravo et
al., 1994). Durante este proceso, la deposicion del semen es intracornual, con la
eyaculacion ocurriendo en grupos de contracciones (Bravo et al., 1994). Esta larga
duracion de la cépula provoca una inflamacién aguda y transitoria del endometrio
debido a la abrasion repetida del pene (Adams & Ratto et al., 2012). Bravo (2002)
observé hemorragias, edema e inflamacion en los cuernos uterinos en alpacas
sacrificadas 24 horas después de la copula. Ademas, Ratto et al. (2005) evidenciaron
que la administracién intramuscular de plasma seminal de alpaca a hembras de la
misma especie indujo una tasa de ovulacion significativamente mas alta (93%) que la
administracion intrauterina (41%), con un valor intermedio tras un curetaje endometrial
(67%). Estos resultados sugieren que el OIF en el plasma seminal actia de manera
sistémica y que el curetaje facilita su absorcion, demostrando que la ovulacion en
alpacas no depende de la estimulacion fisica del tracto genital, aunque esta es
necesaria para provocar una irritacion endometrial que aumente la absorcion
sistémica del OIF desde la mucosa uterina. Es decir, la copula genera una accion
similar a la realizada por el curetaje, como se observo en este estudio.
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4.2 OIF como B-NGF: factor de crecimiento neural (Nerve growth factor)

Ratto et al. (2011) logré purificar el OIF, el que fue aislado del plasma seminal de llama
como una molécula proteica de 14 kDa que provoca un pico preovulatorio de LH,
seguido de ovulacion y formacién de cuerpo luteo en las llamas, lo que sugiere un
efecto endocrino a nivel del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal. Posteriormente, el OIF
fue identificado como el ya conocido factor de crecimiento neural B-NGF (Ratto et al.,
2012). El analisis mediante MALDI-TOF revel6 una masa molecular de 13,221 Da, y
secuencias aminoacidicas de OIF mostraron homologia con las secuencias del 3-NGF
en humanos, cerdos, bovinos y ratones.

El B-NGF fue originalmente aislado tanto del veneno de serpiente como de las
glandulas submaxilares de ratdén (Levi-Montalcini & Angeletti, 1968). Inicialmente se
habia caracterizado principalmente por su papel en la supervivencia y crecimiento de
neuronas sensoriales y simpaticas, asi como en células de la médula adrenal
(Angeletti & Bradshaw, 1971), pero posteriormente se descubrio que también
interactua con otras células blanco dentro del sistema nervioso, asi como con células
extra-neuronales, como los mastocitos, linfocitos T y B, granulocitos, monocitos,
queratinocitos, células endoteliales y tejidos de los érganos reproductivos masculinos
y femeninos (Rocco et al., 2018).

4.3 Efecto dosis dependiente de B-NGF

La fuente principal de B-NGF en el plasma seminal varia entre especies. En un estudio
realizado con varias especies, la prostata fue identificada como la principal fuente de
B-NGF seminal en llamas y alpacas, mientras que en bovinos fue la glandula vesicular
y las ampollas, y en ciervos fueron las ampollas y la préstata (Bogle et al., 2018). La
abundancia de inmunoreactividad a B-NGF en la prostata de la llama determinada en
dicho estudio respalda el alto nivel encontrado en el plasma seminal. Particularmente,
en los eyaculados de llama y alpaca, B-NGF representa aproximadamente el 27% del
total de las proteinas, mientras que en los eyaculados bovinos representa menos del
1% (Bogle et al., 2018). Coincidiendo con lo antes mencionado, Ratto et al. (2006)
demostraron que el plasma seminal de toro indujo ovulaciones en el 26% de las llamas
tratadas mediante administracién intramuscular, mientras que el 100% de las hembras
tratadas con plasma seminal de llama o alpaca ovularon. Cabe destacar que el
experimento se realizd utilizando el mismo volumen de plasma seminal en las
diferentes especies sin considerar las concentraciones de B-NGF en cada caso.

Tanco et al. (2011) compararon los efectos de cuatro dosis de B-NGF, con una dosis
maxima (500 ug) que corresponde a 1/25 de la cantidad normalmente presente en un
eyaculado de llama (un eyaculado promedio de 2 mL contiene aproximadamente 3-6
mg de B-NGF) sobre la ovulacion, y la formacién y funcion del cuerpo luteo. Se observé
que dosis mas altas inducen la ovulacién en un mayor porcentaje de animales (90%)
y favorecen el proceso de luteinizacién, observandose que el cuerpo luteo inducido
alcanza un diametro mayor. En cambio, dosis bajas (1/200 de lo normal) resultaron en
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la ovulacién de una menor proporcion de animales y menor funcionalidad del cuerpo
luteo. Este estudio demuestra claramente el impacto significativo del B-NGF sobre la
funcién ovarica y proporciona mas evidencia de su papel en la regulacion de la
ovulacién y la actividad de la fase lutea de manera dependiente de la dosis, asi como
también refuerza la hipotesis de que a mayor concentracion de B-NGF en el plasma
seminal del macho, mayor podria ser el impacto ejercido en la hembra tras la cépula
aumentando la tasa de ovulacion y posterior desarrollo embrionario.

4.4 Receptores de B-NGF

El B-NGF es un miembro de la familia de las neurotrofinas, estas se unen y activan
receptores de alta afinidad que poseen un dominio tirosina quinasa, y cada
neurotrofina se une a un receptor tirosina quinasa especifico (Carrasco et al., 2020).
El receptor tirosina quinasa A (trkA) es un receptor de alta afinidad para el B-NGF y
media sus efectos neurogénicos tales como proliferacién, supervivencia y
diferenciacion celular (Dissen et al.,, 1996). Ademas, todas las neurotrofinas
interactuan con el receptor especifico de baja afinidad (p75NTR). Ademas de ser un
mediador apoptético, ejerce diferentes funciones, entre ellas regula la activacion de
trkA, aumentando su afinidad al unirse al B-NGF. El receptor p75NTR también tiene
una interaccion de baja afinidad con otras neurotrofinas (Dissen et al., 1996).

4.5B-NGF en 6rganos reproductivos en machos

Un estudio reciente que comparé cinco especies diferentes reveld que el B-NGF esta
presente en al menos una glandula accesoria masculina en todas ellas (Bogle et al.,
2018). La principal fuente de B-NGF en llamas, conejos, cobayos y ciervos de cola
blanca es la prostata, mientras que en bovinos y bisontes proviene de las ampollas y
las glandulas vesiculares (Sari et al., 2018). Entre las especies examinadas hasta la
fecha, la concentracion de B-NGF en el plasma seminal parece ser mas alta en
camélidos y conejos, segun pruebas bioquimicas y bioldgicas in vivo (ovulacién) e in
vitro (células PC12), ademas de ensayos inmunologicos como ELISA, RIA e
inmunohistoquimica (Garcia-Garcia et al., 2017; Maranesi et al., 2015; Silva et al.,
2012; Tribulo et al., 2014). En llamas tratadas con volumenes similares de plasma
seminal, la proporcién de animales que ovulé fue del 90-100% cuando se usé plasma
seminal de camélidos o conejos (Adams et al., 2005; Silva et al., 2011), del 26% con
semen de toro (Ratto et al., 2006), del 29% con semen de caballo y del 18% con
semen de cerdo (Bogle et al., 2011). La presencia de B-NGF en el plasma seminal de
toros, carneros y padrillos fue confirmada posteriormente mediante caracterizaciéon
protedmica (Druart et al., 2013).

En carneros, se ha observado que B-NGF esta presente en multiples érganos
sexuales, siendo mas abundante en las vesiculas seminales, seguido por la prostata,
el conducto deferente, la ampolla, el epididimo, la glandula bulbouretral y los
testiculos. Un patrén similar se encontrd para el receptor trkA, mientras que p75NTR
se localizé principalmente en fibras nerviosas y ganglios. Ademas, los niveles de
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ARNm de trkA y p75NTR mostraron un patron de distribucion similar, con una
expresion elevada en las vesiculas seminales (Mercati et al., 2024).

4.6 Papel del B-NGF en la espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso altamente organizado que ocurre en los tubulos
seminiferos y culmina con la produccién de espermatozoides maduros. Este se
extiende por aproximadamente 48 dias en carneros (Ortavant, 1958). Comprende tres
etapas principales: la proliferacién mitotica de las espermatogonias, seguida de dos
divisiones meidticas sucesivas que generan primero espermatocitos y luego
espermatidas, y finalmente la espermiogénesis, durante la cual las espermatidas se
transforman en espermatozoides funcionales (Nishimura & L’Hernault, 2017). Tanto la
espermatogénesis como la regulacion del entorno seminifero se atribuyen
principalmente a las células de Sertoli, que desempefian un papel esencial a través
del establecimiento de la barrera hematotesticular durante la pubertad. Esta barrera
fisica, formada por uniones estrechas entre las células de Sertoli, divide el epitelio
seminifero en dos compartimentos funcionales: el basal, donde se localizan las
espermatogonias en mitosis, y el adluminal, un microambiente especializado donde
ocurren la meiosis y la diferenciacion espermatica (Franca et al., 2016). Las células
de Sertoli, que se extienden desde la base hasta la luz del tubulo, proporcionan
soporte estructural y funcional, siendo esenciales para el desarrollo de las células
germinales (Setchell, 1991).

La espermatogénesis esta regulada tanto por mecanismos endocrinos como
paracrinos. El control hormonal esta mediado por la hormona foliculoestimulante
(FSH) y la testosterona. EI mecanismo paracrino de regulacion esta mediado por las
células de Sertoli y las células germinales, las cuales estan involucradas en la
produccion de una variedad de factores reguladores (Sofikitis et al., 2008). Las células
de Sertoli son indispensables para la espermatogénesis; de hecho, su numero
determina la cantidad de espermatozoides que un macho puede producir (Cheng et
al., 2010). Sin embargo, las células germinales también son necesarias para modular
la funcidn de las células de Sertoli (Pineau et al., 1993), por lo que un funcionamiento
testicular adecuado depende de la capacidad de establecer una comunicacion
bidireccional entre ambos tipos celulares. De hecho, el fluido seminifero del carnero
contiene secreciones tanto de células de Sertoli como germinales, las cuales podrian
participar en esta interaccion (Chalmel et al., 2014). En ratas, p75NTR esta presente
en células de Sertoli, células de Leydig, espermatocitos y espermatidas elongadas
mientras que TrkA solo mostré inmunorreactividad en las espermatidas elongadas (Li
et al., 2005).

Numerosos estudios han indicado el impacto del B-NGF en varios aspectos de la
espermatogénesis. Se ha demostrado la presencia de la proteina B-NGF y sus
receptores en células germinales de carneros (Mercati et al., 2024). A nivel testicular,
dicho estudio determiné la presencia de B-NGF en las espermatidas, desde la fase de
Golgi hasta la fase final de maduracién de la espermiogénesis. Esta localizacion ya
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fue descrita en otras especies animales: en los espermatozoides recolectados de la
rete testis y de diferentes regiones del epididimo, como la cabeza y la cola, en el
hamster dorado (Jin et al., 2010). A su vez este mismo estudio demostré que el B-NGF
estimula funciones espermaticas importantes como la apoptosis, la motilidad y la
reaccion acrosomica, y en el caso de estas dos ultimas, la regulacion ocurre de
manera dependiente del tiempo y de la dosis.

El B-NGF podria actuar sobre la espermatogénesis en forma autocrina y paracrina.
Seidel et al. (1996) demostrd que el cultivo tanto de células de Sertoli como de células
mioides peritubulares induce la expresion de ARNm de p75NTR, demostrando un
mecanismo de accidén autocrino del B-NGF en estas células. Mercati et al. (2024)
describe la sefial de B-NGF como autocrina tras demostrar que los tejidos sexuales
del carnero sintetizan ARNm de B-NGF y sus receptores. Adicionalmente, en dicho
estudio, mediante inmunohistoquimica se demostré que existen sefales positivas para
B-NGF, trkA y p75NTR en varias células y estructuras, incluyendo las células
germinales de la gbénada, el epitelio de revestimiento del epididimo, el epitelio
glandular de la ampolla del conducto deferente, las vesiculas seminales, las glandulas
prostaticas y bulbouretrales, asi como en las fibras nerviosas y los ganglios periféricos
anexos a los organos analizados. Por lo tanto, se asume, ademas, un mecanismo de
accion paracrino.

Basandose en la presencia de 3-NGF y sus receptores en las diferentes fases de la
espermatogénesis, se plantea la hipétesis de que el B-NGF podria tener un papel en
la maduracion de las espermatidas (Jin et al., 2010; Mercati et al., 2024).

4.7 Mecanismo de accion - Potencial accidn del B-NGF sobre el eje hipotalamo—
hipofisis—gonadal:

La espermatogénesis esta regulada por el eje hipotalamo—hipdfisis—gonadal. El
hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y la libera de
forma pulsatil estimulando a las células gonadotropicas de la adenohipdfisis a
sintetizar y secretar LH y FSH (Ferraguti et al., 2022). La secrecion de LH es inmediata
tras la estimulacion con GnRH, la liberacién de FSH es lenta y gradual (Lincoln, 1978).
La LH estimula la produccion de testosterona en las células de Leydig presentes en el
espacio intersticial (Ferraguti et al., 2022). La FSH, por otro lado, actua tanto de forma
independiente como en conjunto con la testosterona para estimular la proliferacion de
las células de Sertoli presentes en los tubulos seminiferos y para producir moléculas
de sefalizacion y nutrientes que apoyen la maduracion de las espermatidas, induce
la produccion de ABP (proteina fijadora de andrégenos) e inhibina en las células de
Sertoli. La inhibina ejerce un efecto directo inhibidor de la secrecion de FSH sobre la
adenohipdfisis. La FSH y la LH juegan un papel central en la regulaciéon de la
espermatogénesis, principalmente porque median el funcionamiento de las células de
Sertoli, ya sea de forma directa o indirecta (Oduwole et al., 2018). El eje hipotalamo—
hipdfisis—gonadal esta finamente regulado por un mecanismo de retroalimentacion
negativa (Ferraguti et al., 2022).
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Silva et al. (2011) plantearon que el B-NGF actua sobre las células secretoras de
GnRH en el hipotalamo para generar su descarga. El efecto de liberacion de LH luego
de la administracion de 1 mg de B-NGF fue completamente inhibido en llamas tratadas
previamente con un antagonista de GnRH (Cetrorelix), que se une de manera
competitiva a los receptores de GnRH en la adenohipdfisis. La falta de efecto
estimulante del B-NGF sobre la secrecion de LH después de bloquear los receptores
de GnRH respalda la idea de que el hipotalamo es el objetivo primario de la accion del
B-NGF. Lo mismo fue reportado por Luo et al. (2018), tras la administracion de
Cetrorelix (0,5 mg/kg) mediante inyeccién intraperitoneal 30 minutos antes de la
administracién intracerebroventricular de B-NGF a ratones macho donde los efectos
del B-NGF estimulando la secrecion de LH y testosterona fueron completamente
bloqueados por el tratamiento. De hecho, se demostré que el hipotalamo de llamas
tiene receptores trkA para B-NGF (Carrasco et al., 2016). Recientemente, Carrasco et
al. (2020) determinaron la presencia de varias poblaciones neuronales hipotalamicas
con expresion de TrkA y p75NTR, respaldando la hipotesis de un efecto central del 3-
NGF. Curiosamente, en dicho estudio la presencia de p75NTR en tanicitos y células
ependimarias del hipotalamo se encontrd exclusivamente en llamas, mientras que
estuvo ausente en ovejas indicando una posible diferenciacion en los efectos de -
NGF en especies de ovulacion inducida y espontanea.

Sin embargo, la aplicacion de B-NGF a cultivos celulares de la hipdfisis de llamas y
bovinos induce la secrecion de LH. Ademas, se observé un aumento en la magnitud
de la respuesta a medida que se incrementd la dosis administrada, lo que proporciona
evidencia de un efecto directo del B-NGF sobre la secrecion de gonadotrofinas en la
porcidn anterior de la hipdfisis (Bogle et al., 2012), glandula que en ratas también tiene
receptores para B-NGF (Patterson & Childs, 1994). Esto es consistente con un estudio
en el que se demostrdé que la adicion de plasma seminal de camellos bactrianos a
cultivos primarios de células hipofisarias de rata induce la secrecion de LH (Zhao et
al., 2001). Por lo tanto, esto implica que B-NGF podria tener una doble accion,
estimulando tanto la liberacién de GnRH en el hipotdlamo como la de LH en la
adenohipdfisis.

Se necesitan mas estudios tanto en especies de ovulacion inducida como en las de
ovulacion espontanea para determinar si esta proteina presente en el plasma seminal,
que es absorbida a la circulacién desde el lumen uterino, atraviesa la barrera
hematoencefalica y si sus receptores estan localizados en el hipotalamo. Es
interesante notar que, en diversos estudios, el aumento de LH inducido por B-NGF
exogeno comienza y alcanza su pico entre 1 y 2 horas después del provocado por
GnRH exégeno (Adams et al.,, 2005; Carrasco et al., 2021). Esta respuesta
relativamente retardada del B-NGF podria indicar la participacion de un paso
intermedio en la via necesaria para inducir la liberacion de GnRH/LH.

Curiosamente, en el plasma seminal de carneros analizado durante la actividad
reproductiva de esta especie, el B-NGF aparece en concentraciones reducidas
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durante la estacion reproductiva (Mercati et al., 2024), que corresponde a un
fotoperiodo negativo. Esto plantea la interesante posibilidad de que este componente
participe en un mecanismo que inhiba la actividad reproductiva masculina y se active
durante el anestro de la hembra. En concordancia con lo anteriormente mencionado,
Squillacioti et al. (2009) demostraron que los niveles de ARNm de B-NGF y TrkA
aumentaron significativamente después de la castracion en ratas, sugiriendo que los
andrégenos regulan negativamente la expresion de B-NGF y TrkA. Estos resultados
podrian sugerir la implicancia del B-NGF dentro de un mecanismo de retroalimentacion
negativa del eje-hipotalamo-hipdfisis-gonadal.

4.8 Efectos del B-NGF en las caracteristicas del espermatozoide

Una vez finalizada la espermatogénesis, cuando los espermatozoides salen de los
testiculos transportados a traveés de la rete testis, se consideran inmaduros, ya que no
son moviles, no pueden llevar a cabo la reaccion acrosomica ni fertilizar un ovocito
(Robaire et al., 2006). Para adquirir estas capacidades, los espermatozoides deben
someterse a un proceso de maduracion en el epididimo (Fournier-Delpech et al.,
1979), el cual toma aproximadamente 13 dias en el carnero (Ortavant, 1958). Las
principales caracteristicas de un espermatozoide maduro pueden resumirse como un
gameto masculino capaz de activar su motilidad (progresiva e hiperactivada),
capacitarse, unirse a la zona pelucida, fusionarse con la membrana del ovocito y lograr
el desarrollo de un embrién viable (Dacheux & Dacheux, 2013).

Se demostré que el B-NGF ejerce una variedad de efectos sobre las caracteristicas
del espermatozoide maduro. Tanto el B-NGF como sus receptores se han identificado
en células espermaticas. En bovinos, el B-NGF se localiza en la cabeza y la cola de
los espermatozoides, mientras que el receptor TrkA esta presente en el acrosoma,
nucleo y cola (Li et al., 2010). De forma similar, Stabile et al. (2023) encontraron que
ambos receptores se expresan en la cola de espermatozoides maduros humanos.
Mas recientemente, Meilan et al. (2025) confirmaron la presencia de B-NGF y sus
receptores en espermatozoides de carneros. La presencia en dichas estructuras
podria estar relacionada con una funcién del B-NGF en la regulacion de la motilidad
espermatica. Por otro lado, la activacién de p75NTR es importante principalmente en
la modulaciéon de la capacitacién, la motilidad espermatica y la apoptosis. Se
comprobd que la neutralizacion del receptor TrKA, permitiendo Uunicamente la unién
de B-NGF al receptor p75NTR, incrementé la cantidad de células apoptdticas en el
semen. Asimismo, en conejos se ha demostrado que al bloquear p75NTR se reduce
la velocidad de desplazamiento del esperma, lo cual es coherente con la alta cantidad
de receptores expresados en la pieza media, zona responsable de la produccién de
energia mitocondrial (Castellini et al., 2019). Por lo tanto, el B-NGF podria tener un
papel clave en la modulacion de la supervivencia y senescencia de los
espermatozoides, dependiendo de cual via de senalizacion receptor-dependiente se
active: p75NTR (pro-apoptética) o TrkA (pro-supervivencia). Es necesario destacar
que el rol de la apoptosis es la eliminacion de espermatozoides defectuosos
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producidos durante la espermatogénesis, mientras que en los espermatozoides
maduros representa una senescencia programada necesaria. En este contexto, se
reportd que el ARNm de p75NTR se expresa en niveles elevados en muestras de
semen calificado como infértil en comparacion con los espermatozoides de hombres
fértiles. Este hallazgo sugiere que el desarrollo normal del espermatozoide requiere
una disminucion progresiva en la expresion génica de TrkA y p75NTR, y que la
persistencia de un nivel elevado de p75NTR en espermatozoides maduros podria
constituir un mecanismo para facilitar la reabsorciéon de células defectuosas,
asegurando asi la calidad espermatica (Stabile et al., 2023).

4.9 Efectos de la administracion exdgena de B-NGF

Aunque el B-NGF y sus receptores se expresan en varios 6rganos reproductivos de
diversas especies, el mecanismo de sintesis, secrecion y transporte en el tracto
reproductivo masculino, asi como el papel del B-NGF en la funciéon espermatica, son
poco entendidos tanto en camélidos como en otras especies. Por ello, la
administracién exdégena de B-NGF puede ser una excelente estrategia para determinar
sus efectos. Si bien existe cierta bibliografia sobre dicho aspecto principalmente en
hembras (Botino et al., 2021; Gajardo et al., 2021; Tanco et al., 2011; Tribulo et al.,
2014), la informacion existente sobre los posibles efectos de la aplicacion de B-NGF
en machos es aun escasa.

4.9.1. Efecto luteotréfico

En llamas, se demostré que la administracién de 3-NGF tiene un efecto luteotrofico
directo al inducir la liberacion de LH con un inicio retrasado y una duracion prolongada
en comparacion con GnRH, lo que se asocia con una mayor vascularizacién del
foliculo ovulatorio y del cuerpo luteo en desarrollo, asi como un aumento mas rapido
en la concentracién de progesterona en hembras (Ulloa-Leal et al., 2014). Aunque
Tribulo et al. (2014) administraron 6 mL de plasma seminal de bovino conteniendo 250
ug/mL de B-NGF a vacas, no lograron inducir la ovulacion, pero si se sincronizé la
misma y se alcanzé un mayor desarrollo del cuerpo luteo. Mas recientemente, Gajardo
et al. (2021) confirmaron este efecto al administrar B-NGF a vaquillonas asociado a un
tratamiento de inseminacién a tiempo fijo, lo que resulté en un aumento de la irrigacién
del cuerpo luteo y una mayor secrecion de progesterona. Estos hallazgos refuerzan la
hipotesis de que la neurotrofina pueda ser utilizada como un agente luteotréfico para
mejorar la eficiencia reproductiva en especies domésticas.

4.9.2. Aumento en la secrecion de LH y FSH

Carrasco et al. (2021) demostraron que la administracién intravenosa de 1mL de (-
NGF a una concentraciéon de 1mg/mL indujo un aumento de 6 veces en las
concentraciones de LH en llamas y alpacas macho intactos, y la respuesta fue el doble
de alta que la obtenida después del tratamiento con GnRH, permaneciendo elevadas
durante al menos 2 horas mas. La respuesta de LH observada en machos fue similar
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a la reportada en estudios previos en llamas hembras tratadas con 3-NGF (Adams et
al., 2005), donde la concentracion de LH en plasma aumenté tras la administracion de
B-NGF, de forma mas lenta, pero perdurando por mayor tiempo que en el grupo tratado
con GnRH.

A través de la estimulaciéon en el aumento de LH, B-NGF podria promover la
produccion de testosterona. En este mismo estudio, Carrasco et al. (2021)
demostraron que mientras que los niveles de testosterona plasmatica eran
inicialmente similares en ambos grupos, posteriormente disminuyeron en el grupo
control, probablemente debido al estrés por manipulacion, pero se mantuvieron
estables (con un aumento no significativo) en el grupo tratado con B-NGF.

Al modificar las concentraciones de testosterona, el B-NGF podria influir en los
comportamientos sociales y reproductivos. De hecho, un estudio reciente en ratones
(Luo et al., 2018) apoya la nocion de que, la administracion intranasal de 3-NGF (12,5,
25,50 0 100 pg/kg) dos veces por semana durante 12 semanas resulté en un aumento
significativo de las concentraciones de LH y FSH sérica, al igual que de testosterona
sérica e intratesticular. También se evidenciaron mejoras en el comportamiento
sexual, incluyendo el numero de montas, el numero de eyaculaciones, y el tiempo en
el que se producia la eyaculacién. El peso de las vesiculas seminales, la viabilidad
espermatica, la tasa de supervivencia de espermatozoides y la cantidad de estos en
la cola del epididimo aumentaron significativamente en los ratones tratados con -
NGF.

Por otra parte, en hembras, el B-NGF también indujo proliferacion celular en ovarios
de ratas neonatales, lo que sugiere un papel en el mantenimiento de la vascularizacion
folicular y lutea (Julio-Pieper et al., 2006). Ademas, estimulé la secrecién de estradiol
en células de la granulosa humana, aumentando la sintesis de receptores de FSH
(Salas et al., 2006). Las capas de granulosa y teca del foliculo dominante, tanto en
ondas foliculares anovulatorias como ovulatorias del ciclo estral, mostraron niveles
mas altos de receptores trkA que los foliculos subordinados, lo que sugiere un papel
de B-NGF durante la seleccion y maduracion de los foliculos (Carrasco et al., 2016).

4.9.3. Efecto en calidad seminal

En 2010, dos estudios distintos informaron sobre la adicién de B-NGF exdgeno al
eyaculado de distintas especies animales. Un grupo demostré que la adicién de B-
NGF exdgeno tenia efectos positivos en la viabilidad espermatica y en la apoptosis de
espermatozoides de bovino, aunque no afectaba la reacciéon acrosémica (Li et al.,
2010). El otro grupo estudioé esperma de hamster, demostrando que el B-NGF estimula
la reaccidon acrosomica y aumenta la motilidad espermatica. Este efecto estimulante
del B-NGF sobre la motilidad espermatica fue dependiente tanto del tiempo como de
la dosis. La velocidad rectilinea, un indicador clave de la capacidad de los
espermatozoides para fertilizar un évulo, se incrementé de igual manera con el
tratamiento de B-NGF (Jin et al., 2010). Posteriormente se publicdé un estudio en
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esperma humano que reporté que el B-NGF in vitro también mejora caracteristicas de
motilidad espermatica como la velocidad rectilinea, la velocidad curvilinea, la
velocidad promedio de trayectoria, la linealidad y la frecuencia de cruce del flagelo
(Shi et al., 2012). Lo mismo fue reportado por Castellini et al. (2019), demostrando que
la administracién de B-NGF a semen de conejos in vitro, afecto tanto la cinética como
otros indicadores fisiologicos como capacitacion y apoptosis.

4.9.4. Efectos en criopreservacién seminal

Adicionalmente, otros estudios han demostrado que el 3-NGF también tiene un efecto
positivo en la motilidad de los espermatozoides criopreservados. La adicion de B-NGF
a muestras criopreservadas mejora la motilidad y viabilidad de los espermatozoides
humanos, reduce la apoptosis y aumenta la concentracion de 6xido nitrico (Saeednia
et al., 2015). Parthipan et al. (2017) observaron que los niveles de B-NGF son mas
altos en el semen de toros clasificados como “buenos” (aquellos que presentaron un
porcentaje de eyaculados descartados inferior al 25% durante el afio) que en los
categorizados como “pobre” (registraron mas del 40% de eyaculados descartados en
el mismo periodo). Ademas, demostraron que el B-NGF ejerce efectos positivos en las
caracteristicas cinéticas del semen luego de ser descongelado (como, por ejemplo,
velocidad espermatica, linealidad, rectitud y potencial de membrana mitocondrial).

410 El carnero como modelo de estudio

Hasta donde sabemos, existe escasa informacién sobre la presencia y localizacion de
B-NGF y sus receptores en la especie ovina. Con anterioridad se determind su
presencia en el tracto reproductivo del carnero, incluyendo testiculos, epididimo y
glandulas accesorias (Bogle et al., 2018; Mercati et al., 2024 ). Dichos autores también
determinaron su presencia en el plasma seminal, con concentraciones variables a lo
largo del afio. Posteriormente Meilan et al. (2025) también determiné la presencia de
B-NGF y sus receptores en los espermatozoides de dicha especie. En el caso de la
hembra, B-NGF se encontré en liquido folicular en ovejas, variando su concentracion
en las diferentes fases del desarrollo folicular (Barboni et al., 2002). Es bastante
probable que la respuesta ovulatoria pueda verse influenciada por la posible presencia
de dicha proteina en el plasma seminal del macho. En 2020, Bottino administré B-NGF
a ovejas en anestro, logrando una mayor tasa de crecimiento folicular, y una mayor
proporcion de ovejas que ovularon con respecto a las que se les administré GnRH.

Ademas, posteriormente Bottino et al. (2021) demostraron que la monta frecuente de
los carneros a ovejas desencadena un aumento de la cantidad de LH secretada
durante el pico, acorta el celo, y disminuye la relacion LH/estrogenos. Aunque en este
trabajo no se exploraron los mecanismos que podrian estar subyacentes, estos son
efectos previamente vinculados a B-NGF en llamas (Adams et al., 2005), sugiriendo
una posible accién de dicha proteina presente en el plasma seminal.
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Crispo et al. (2016) evidenciaron que la incorporacion de B-NGF al medio de
maduracion vy fertilizacion durante la produccion in vitro de embriones ovinos mejora
la tasa de segmentacion y desarrollo de estos. Este efecto ademas de estar
relacionado con el ovocito y/o las células del cumulo, podria sugerir una relacién
interesante entre el B-NGF encontrado en el plasma seminal del carnero y los posibles
efectos que ejerce sobre los espermatozoides del eyaculado.

En sintesis, estos trabajos demuestran que las hembras ovinas son sensibles a la
administracién de B-NGF, al igual que muchas otras especies, por lo que seria
esperable encontrar efectos positivos de la administracién de -NGF en machos de la
misma especie. En ese sentido, los carneros pueden ser un excelente modelo para
estudiar si la administraciéon de B-NGF genera respuestas reproductivas en los
machos de rumiantes domésticos, dado que tienen cambios estacionales fisioldgicos
en su estatus reproductivo que le permite contar con periodos de mayor sensibilidad
potencial a ser estimulados.

411 El carnero Corriedale

La raza ovina Corriedale es altamente versatil y se adapta bien a las condiciones
climaticas y geograficas del pais. En particular, los carneros Corriedale han sido
ampliamente estudiados en Uruguay como modelo reproductivo (Bielli et al., 1997;
Gastel et al., 1995; Pérez-Clariget et al., 1997a, 1998a, 1998b; Ungerfeld, 2012). La
literatura cientifica indica que su actividad reproductiva aumenta gradualmente en
primavera (octubre a diciembre), se estabiliza a comienzos del verano, disminuye a
partir de abril y alcanza valores basales en junio. Durante este periodo, los carneros
experimentan diversos cambios fisiolégicos y morfoldégicos propios de la
estacionalidad reproductiva.

4,12  Cambios ambientales. Fotoperiodo

Los ovinos han desarrollado una estrategia reproductiva que vincula la época de
actividad sexual con el fotoperiodo. Es asi que esta especie es conocida desde hace
tiempo como mamiferos estacionales de dia corto (Hafez, 1952). Aunque el carnero
es fértil durante todo el afio y no presenta un periodo de completa quiescencia como
la oveja, también muestra variaciones estacionales en su actividad reproductiva
(Lincoln & Short, 1980), alcanzando el pico de maxima actividad alrededor de un mes
antes que las ovejas (Evans & Robinson, 1980).

El fotoperiodo es la principal sefial ambiental que controla la estacionalidad
reproductiva de los ovinos. La retina recibe la informacién fotoperiddica, que mediante
vias multi sinapticas llega a la glandula pineal, donde tiene lugar la sintesis y secrecion
de melatonina durante la noche. La melatonina, hormona para la cual se han
identificado receptores hipotalamicos y en otros sitios del organismo, es el traductor
hormonal de la informacion fotoperiddica que recibe el animal (Forcada et al. 2009).
Los cambios en el fotoperiodo son percibidos por el sistema nervioso, quien transmite
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primeramente la informacioén, y se traduce en cambios reproductivos a través del eje
hipotalamo-hipdfisis-gonadal (D'Occhio & Suttie, 1992; Malpaux et al., 1993). Las
horas de luz modifican el patron de secrecion de la LH: los dias cortos estimulan su
pulsatilidad y los dias largos la disminuyen (Lincoln et al., 1976; Pelletier & Ortavant,
1975). El fotoperiodo influye también sobre la secrecion de la FSH, modifica la
respuesta hipofisaria al estimulo de la hormona GnRH y la respuesta testicular a la LH
(Lincoln, 1977, 1978). El fotoperiodo actua a través de vias GnRH dependientes, y
modifica la secrecion de esta hormona, ya sea actuando directamente sobre el
generador pulsatii o modulando los efectos de retroalimentacién negativa que la
testosterona ejerce a nivel hipotalamico (Lincoln, 1984; Pelletier & Ortavant, 1975).

4,13  Cambios fisioldgicos y morfolégicos del carnero

Estos cambios incluyen diferencias en la pulsatilidad de LH (Pérez-Clariget et al.,
1998b). La circunferencia escrotal, sufre variaciones durante el afio de manera similar
a las variaciones de peso corporal, disminuye durante el otofio (de mayo a junio) y
permanece estable hasta la mitad del invierno. El primer aumento significativo de la
circunferencia escrotal se registro a principios de primavera (septiembre) y la maxima
circunferencia escrotal fue alcanzada a mediados de noviembre (Pérez-Clariget et al.,
1998a). Con respecto a la secrecion de testosterona, las concentraciones minimas se
registraron a fines de otofio (mayo) y las concentraciones maximas durante fines de
verano y principio de otono (Lincoln & Short, 1980; Ungerfeld, 2012), al igual que
varios indicadores de calidad seminal como variaciones en morfologia, volumen y
motilidad.

Concretamente, se demostré que la incidencia de anormalidades espermaticas
aumenta en primavera y alcanza los valores maximos en verano (Pérez-Clariget et al.,
1998b). Las anormalidades observadas con mayor frecuencia fueron las de cola, gota
citoplasmatica distal y de cabeza representando juntas el 75% del total de las
anormalidades. Las anormalidades especificas mas frecuentes fueron la gota
citoplasmatica distal y la torsién simple de cola, sumando ambas casi 50% del total de
anormalidades observadas (Lopez et al., 2011).

También se observan cambios estacionales en la histologia testicular, aunque la
actividad espermatogénica esta presente durante todo el afo. El diametro (Gastel et
al., 1995) y el volumen total de los tubulos seminiferos (Bielli et al., 1999) es maximo
a principio de otofio (marzo) y minimo a principios de invierno (observado en junio
para el diametro y en agosto para el volumen). La cantidad y calidad del semen
eyaculado también sufre cambios a lo largo del ano. El volumen, la concentracion y la
motilidad espermatica presentan sus valores mas bajos durante el invierno (Gundodan
et al. 2003), mientras que el porcentaje de espermatozoides normales mas alto se
observa en otofio (Pérez-Clariget et al., 1997a).
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4,14  Administracién de B-NGF como estimulacion reproductiva en el carnero

Es relevante considerar que los cambios que ocurren durante las etapas finales de la
estacion no reproductiva pueden constituir indicadores valiosos de los procesos que
podrian ser modulados por la administracion de [B-NGF. En especies con
estacionalidad reproductiva, como la ardilla, se ha observado una variacién en la
expresion de B-NGF y de sus dos receptores de acuerdo al momento del afo (Li et
al., 2014; Zhang et al., 2020). En carneros, Mercati et al. (2024) reportaron que la
concentracion de B-NGF en el plasma seminal de carneros es mayor durante la
estacion no reproductiva. Si bien no se ha determinado la expresion estacional de sus
receptores en esta especie, seria razonable esperar que su comportamiento siga un
patrén similar al del neurotransmisor. De confirmarse esta hipétesis, el periodo en que
se realizd nuestra experimentacion —correspondiente a la fase final de la estacién no
reproductiva— representaria un momento particularmente adecuado para evidenciar
los efectos de la administracion de 3-NGF, ya que los carneros podrian encontrarse
en un estado de mayor receptividad a su accién.

Los espermatozoides que se observan en un eyaculado iniciaron su proceso de
formacion en el epitelio seminifero aproximadamente dos meses antes, ya que en el
carnero la espermatogénesis dura entre 47 y 49 dias (Ortavant, 1958) y el pasaje por
el epididimo 13 dias (Berndtson et al. 1988). Por lo tanto, si los cambios inducidos a
nivel testicular fueran exclusivamente promover el inicio de la espermatogénesis,
estos se verian reflejados en la calidad seminal recién alrededor de 60-70 dias luego
de comenzada la administracién de B-NGF.

Es posible que, durante etapas muy tempranas de la estacion no reproductiva, estos
animales no sean sensibles a estimulos hormonales, y por tanto no respondan
adecuadamente a la administracion de tratamientos hormonales. Los carneros
Corriedale responden a la administracion de eCG (gonadotrofina coridénica equina) con
aumentos importantes de testosterona durante octubre - noviembre (Beracochea et
al. 2020). Por lo tanto, se espera que, si los carneros responden a la administracion
de B-NGF, lo hagan en un periodo del afio similar. Sin embargo, es posible que se
produzcan efectos positivos en distintas etapas del ciclo espermatogénico, por lo que
los efectos podrian ser mas rapidos.

Los efectos positivos en la calidad seminal podrian ser tanto de forma directa, como
indirecta, mediante el aumento de LH y testosterona. Estos efectos pueden influir en
la maduracion epididimaria y en la composicion del plasma seminal. En este sentido,
por ejemplo, la administracién de eCG indujo mejoras inmediatas en la calidad seminal
en chivos, y estas mejoras cesaron inmediatamente después de la ultima dosis. Se
demostrd que el principal efecto se produjo sobre los espermatozoides ya formados y
almacenados en el epididimo y/o en la modificacion de la composicién del plasma
seminal (Beracochea et al. 2018).
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se plantea como hipoétesis: la administracion de B-NGF en carneros fuera de la
estacion reproductiva induce cambios en las caracteristicas del eyaculado y un
aumento en la concentracion sistémica de testosterona.
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6. OBJETIVOS

Objetivos generales de la tesis:

Determinar si la administracion exdgena de B-NGF heterélogo modifica las
caracteristicas del eyaculado, la calidad seminal y aumenta la concentracion sistémica
de testosterona de carneros fuera de la estacion reproductiva.

Objetivos especificos:

1) Comparar la calidad seminal, caracteristicas del eyaculado y las concentraciones
de testosterona de carneros Corriedale tratados con dosis multiples de B-NGF fuera
de la estacion reproductiva (durante octubre-noviembre-diciembre).

2) Determinar en qué momento luego de comenzados los tratamientos es posible

visualizar mejoras de la calidad del semen fresco y/o aumentos en las concentraciones
de testosterona plasmatica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Animales y mantenimiento

El trabajo de campo se llevé a cabo en las instalaciones de la Unidad Académica
Fisiologia, en la sede central de la Facultad de Veterinaria, durante los meses de
octubre, noviembre y diciembre de 2022. Se utilizaron 18 carneros Corriedale, adultos
(3-6 anos), propiedad de la Unidad de Fisiologia. Los mismos fueron mantenidos en
un espacio de aproximadamente 400 m2, cercado, con acceso a sombra, area cerrada
lateralmente, pero con ventilacion, y libre acceso a agua. Ademas, tenian acceso a un
area de similar tamano para poder pastorear durante tiempo limitado por dia
(dependiendo del clima, aproximadamente 2 h/dia). Los animales eran alimentados
con racién para ovinos y fardos de alfalfa seca en cantidad ajustada de acuerdo con
el peso para su mantenimiento, ofertada en dos momentos del dia. Se control6 en
forma periddica la presencia de huevos de parasitos gastrointestinales.

7.2. Tratamientos experimentales

Los animales fueron asignados de forma aleatoria a dos grupos experimentales de 9
animales cada uno, homogéneos en cuanto a peso y edad. Mientras que los animales
de uno de los grupos permanecieron como controles no tratados (grupo CON), los del
grupo GB-NGF recibieron 4 administraciones intramusculares de 1 mg de B-NGF, una
cada 5 dias (primera administracion = Dia 0). EI B-NGF a utilizar fue aislado y
purificado a partir de plasma seminal de llamas, y su efecto biolégico fue validado de
acuerdo a su capacidad de inducir la ovulacién en esta especie. La dosis utilizada en
el presente experimento fue la misma empleada en estudios previos en los que indujo
la ovulacién en ovejas en anestro estacional (Bottino et al., 2021). Ademas, en un
estudio en llamas machos, la misma dosis fue capaz de inducir un pico de LH
(Carrasco et al., 2021).

7.3.Colecta de sangre y medicién de testosterona

Se colectaron muestras de sangre por venopuncién yugular los Dias -7 y -5,
diariamente desde el Dia 0 hasta el Dia 20, continuando luego 2 veces por semana
hasta alcanzar el Dia 58 (Figura 1). Las muestras fueron colectadas sin
anticoagulante, se dejaron coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos, se
centrifugaron y se separo el suero, el que luego fue congelado en tubos eppendorf
rotulados a -20 °C hasta la medicion de testosterona. La concentracion de
testosterona en suero fue medida por radioinmunoanalisis utilizando un kit comercial
(TESTO-RIA-CT, DIAsource ImmunoAssays S.A, Bélgica). Las muestras fueron
analizadas en tres ensayos. El limite de deteccién de cada ensayo fue 0,12 nmol/L;
0,08 nmol/L y 0,11 nmol/L respectivamente. Los coeficientes de variaciéon de
intraensayo e interensayo fueron inferiores al 12%.
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7.4.Mediciéon de circunferencia escrotal

La circunferencia escrotal fue medida en el didmetro escrotal mas ancho. Las
mediciones fueron realizadas siempre por el mismo operador, utilizando un
escrotimetro, los Dias -6, 8, 18, 30 y 58 (Figura 1).

7.5.Colecta de semen

Se colectdé semen dos veces antes del inicio del tratamiento (Dias -7 y -5), seguida de
5 muestras colectadas a intervalo de 5 dias desde el Dia 3 hasta el Dia 23.
Finalmente, se colectaron 5 muestras a intervalo de 7 dias desde los Dias 30 a 58
(Figura 1). En cada ocasién se colectdé semen de todos los animales el mismo dia
intercalando uno de cada grupo experimental. Para disminuir la contaminacion de
suciedad de las muestras de semen, el pene fue exteriorizado antes de comenzar la
recoleccion e higienizado utilizando gasas con suero fisiolégico.

Se decidio no colectar semen con vagina artificial porque la variacion de testosterona
puede modificar el comportamiento sexual, y por lo tanto el resultado de la colecta de
semen (Gordon, 1997), causando que la propia técnica de coleccién impacte sobre el
resultado. El método utilizado para la colecta de semen consistio de un minuto de
masaje ecoguiado de las glandulas anexas (método TUMASG, por sus siglas en
inglés), con el fin de reducir posteriormente la cantidad e intensidad de los pulsos
eléctricos para lograr la eyaculacion (Guerrero-Gutiérrez et al., 2021; Ungerfeld et al.,
2015). Adicionalmente, TUMASG es menos estresante y probablemente menos
doloroso que la electroeyaculacion, y no afecta la calidad del semen (Abril-Sanchez et
al., 2017). El TUMASG fue realizado siempre por el mismo operador. Se observaron
las glandulas bulbouretrales, las vesiculas seminales y las ampollas mediante
ultrasonido transrectal en tiempo real utilizando una sonda lineal de 7.5 MHz (United
Imaging, modelo IUStar 160 Vet, Ucrania). La sonda también se utilizé para masajear
vigorosamente las ampollas, realizando un movimiento hacia adelante y hacia atras
para promover la expulsion del esperma. El procedimiento se repitié de forma continua
hasta transcurrido un minuto. Posteriormente, en caso de no eyacular se aplico la
electroeyaculacién. Esta se realizé utilizando un electroeyaculador automatico con
una sonda de 16 x 2,5 cm, equipada con tres electrodos longitudinales (ePORVAC,
modelo €325, Argentina). Cuando la sonda fue insertada y colocada en su lugar, se
aplicé un voltaje creciente, comenzando con pulsos eléctricos de 4 V, aumentando 1
V después de cada 10 pulsos hasta alcanzar 7 V en caso de no eyacular. Cada pulso
duraba de 2 a 3 segundos, con intervalos de 2 segundos entre ellos.

7.6.Evaluacion de semen

En todas las colectas se determiné el volumen del eyaculado, concentracion, motilidad
de masa, y los porcentajes de espermatozoides motiles, con motilidad progresiva,
normales y con membrana funcional. Se calcul6 el total de espermatozoides
eyaculados, y partir de este, el total de espermatozoides normales eyaculados y total
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de espermatozoides con membrana funcional eyaculados. Las variables que
incluyeron los espermatozoides motiles y espermatozoides con motilidad progresiva,
tanto su total como su porcentaje, fueron evaluados a partir de las colectas realizadas
los Dias: -6, 3, 8, 23 y 58 (Figura 1).

La motilidad de masa espermatica fue evaluada siempre por el mismo operario en un
microscopio Optico con contraste de fase a 40X (Nikon Eclipse E200, China) con
platina térmica acoplada (escala 0 a 5). El volumen del eyaculado se evalué utilizando
micropipetas, y la concentracion espermatica mediante espectrofotometria (SDM1,
Minitube, Francia). Luego, el semen se diluyé utilizando un diluyente comercial
(Andromed, Minitube, Alemania) y, mediante el uso de un sistema de analisis de
semen computarizado (ISAS, Valencia, Espana), se determin6 el porcentaje de
espermatozoides motiles y de espermatozoides con motilidad progresiva. Ademas, se
fijaron alicuotas de semen en formol citrato para la determinacién del porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal, utilizando un microscopio Optico con
contraste de fase a 100X (Nikon Eclipse E200, China). También se determind el
porcentaje de espermatozoides con membrana funcional mediante el test de
hipoosmosis (HOST) (Jeyendran et al.,, 1984). Para ello se utilizé un microscopio
Optico a 100X (Evos XL Core, EE. UU.).

. CE - CE . CE

c 6 . C i6 « Concentracién + CE + Concentracion « CE + Concentracion
+ Volumen « Volumen = Volumen . C ) " G 6 + Volumen . C . C o . G i6 ' C 6 + Volumen
+ Motilidad Masal » Motilidad Masal * Motilidad Masal + Volumen + Volumen + Motilidad Masal ~ «+ Volumen « Volumen = Volumen + Volumen + Motilidad Masal
+ HOST « HosT « HOST + Motilidad Masal + Motilidad Masal + HOST « Motiidad Masal ~ « Motilidad Masal ~ « Motilidad Masal ~ + Motilidad Masal . HOST

. CASA + CASA + CASA + HOST + HosT + CASA + HosT + HOST + HOST + HoST + CASA
. Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia + Morfologia
Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta Colecta
An 0 3 5 8 10 13 15 18 23 30 37 45 51 58
0O O O O
_O_ . \J . A4 . A4 . W O_'—C C C C O
B-NGF B-NGF B-NGF B-NGF
Administracién Administracién Administracién Administracién
IMde 1 mg IMde 1 mg IMde mg IMde 1 mg
Venopuncion yugular diaria Venopuncion yugular cada tres dias

Para medicion de testosterona Para medicién de testosterona

Fig. 1. Cronograma de actividades realizadas durante el ensayo experimental. Se incluyen cuatro administraciones
de B-NGF; las colectas de eyaculados con las evaluaciones de concentracién, volumen, motilidad masal,
membrana funcional a través del test hipoosmotico (HOST), motilidad y motilidad progresiva mediante sistema
computarizado (CASA), morfologia espermatica, y la medicion de circunferencia escrotal (CE) en sus respectivos
dias. También se incluye la obtencién de sangre mediante venopuncién yugular para la medicién de testosterona.

7.7. Analisis estadistico

Se determin¢ la distribucién de los residuos de los datos mediante el test de Shapiro-
Wilk. En todos los casos en que la distribucion no fuera normal se la transformé
mediante conversiones estandar para este tipo de datos. El total de espermatozoides
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con membrana funcional se normaliz6 mediante raiz cuadrada, y el porcentaje de
dicha variable con la funcién logistica inversa (LOGIT). En el caso del porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva se utilizd la potencia. Luego fueron
comparadas utilizando un modelo mixto en el software SAS. En el modelo se incluy6
el tratamiento, el tiempo como variable repetida y su interaccion como efectos
principales, utilizando la estructura de covarianza autorregresiva para ajustar las
distancias en el tiempo entre diferentes momentos. En los Dias -3 y -5 se recopilaron
datos para cada variable antes de la primera administraciéon de 3-NGF, por lo que se
calculé el valor promedio obtenido en ambos momentos y se utilizé para el analisis,
siendo presentado como An. Los datos se presentan como medias de cuadrados
minimos (MMC) = error estdandar de la media (EEM). Se consideraron como
diferencias significativas aquellas con P<0,05, y como tendencias aquellas en que
0,05<P=<0,1.
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RESULTADOS

En |la Tabla 1 se presentan los valores de la MMC y el EEM, los efectos principales de
los tratamientos, del tiempo y la interaccion entre tratamiento y tiempo de todas las
variables de este experimento.

La circunferencia escrotal y la concentracion de testosterona variaron unicamente con
el tiempo (P=0,04 y P=<0,0001 respectivamente) (Tabla 1). Hubo interaccion entre
tratamiento y tiempo en la concentracion espermatica, ademas de que esta varié con
el tiempo (P=0,02 y P=0,0002 respectivamente; Figura 2), siendo en el dia 3 mayor
en el grupo CON que en el grupo GB-NGF (P=0,04). De forma similar, hubo un efecto
del tiempo e interaccién en relacién al volumen eyaculado, siendo mayor el grupo Gf3-
NGF vs CON el Dia 37 (P=0,04) y en el grupo CON vs GB-NGF el Dia 45 (P=0,03).
También hubo interaccién entre tratamiento y tiempo en el total de espermatozoides
eyaculados y el total de espermatozoides normales eyaculados (P=0,006 y P=0,002
respectivamente, Figura 2): en el Dia 37 ambas variables fueron mayores en el G[3-
NGF que en el grupo CON (respectivamente P= 0,03 y P= 0,02). Ademas, el tiempo
modific6 ambas variables (P=<0,0001 para ambos casos) (Tabla 1). El total de
espermatozoides motiles y el total de espermatozoides con motilidad progresiva
también variaron de acuerdo a la interaccidon entre tratamiento y tiempo (P=0,02 y
P=0,01 respectivamente) siendo en ambos casos mayor en el grupo GB-NGF que en
el grupo CON el Dia 23 (P= 0,04 y P= 0,02 respectivamente) (Figura 3).

El tratamiento y su interaccion con el tiempo no modificaron las variables que seran
mencionadas a continuacion: porcentaje de espermatozoides normales (P=0,8 y
P=0,06), porcentaje de espermatozoides con membrana funcional (P=0,5 y P=0,4),
porcentaje de espermatozoides motiles (P=0,3 y P=0,9), porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva (P=0,8 y P=0,2). En todas estas variables
el efecto tiempo fue significativo a excepcion del porcentaje de espermatozoides
normales (Tabla 1)
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Tabla 1
Valores media de minimos cuadrados y error estandar pooleado, y efecto del tratamiento (sin tratar o tratados con (3-NGF), del tiempo y de la interaccion entre tratamiento y

tiempo, sobre la circunferencia escrotal, la concentracion de testosterona, la calidad seminal y caracteristicas del eyaculado de carneros tratados con cuatro dosis de 1 mg de
B-NGF (GB-NGF) o grupo control (CON) no tratados durante la estacién no reproductiva. ns hace referencia a los valores de p no significativos.

Tratamientos P

CON GpB-NGF Error estandar pooleado Tratamiento  Tiempo Interaccién entre tratamiento y tiempo
Circunferencia escrotal (cm) 29,7 29,9 0,84 ns 0,04 ns
Concentracion testosterona (nmol/L) 4,0 4,5 0,8 ns <0,0001 ns
Concentracion espermatica (x10%ml) 1,7 1,6 0,2 ns 0,0002 0,02
Volumen eyaculado (mL) 1,6 1,6 0,2 ns <0,0001 0,004
Motilidad de masa (0-5) 3,2 2,9 0,4 ns 0,0004 ns
Porcentajes
Espermatozoides normales 80,3 81,6 4,5 ns 0,007 0,06
Espermatozoides con membrana funcional 81,6 78,7 1,5 ns <,0001 ns
Espermatozoides motiles 78,8 83,0 2,7 ns 0,002 ns
Espermatozoides con motilidad progresiva 49,0 49,4 1,7 ns <,0001 ns
Total espermatozoides / eyaculado x10°
Total espermatozoides 8,0 94 1,8 ns <,0001 0,006
Espermatozoides normales 6,7 7,7 1,6 ns <,0001 0,002
Espermatozoides con membrana funcional 6,5 7,0 0,6 ns 0,0003 0,01
Espermatozoides motiles 52 5,6 1,2 ns 0,07 0,02
Espermatozoides con motilidad progresiva 3,0 3,4 0,7 ns 0,002 0,01
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Fig. 2. Concentracion espermatica (a), volumen del eyaculado (b)

-NGF (-e-) 0 no tratados (—A-) con B-

NGF. Las flechas punteadas indican cada administracion de B-NGF (cuatro dosis: Dias 0, 5, 10 y 15). An: antes de
la administracion de B-NGF. * indica diferencias significativas entre ambos grupos los dias de colecta.
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Fig. 3. Espermatozoides motiles (a) y espermatozoides con motilidad progresiva (b) de carneros tratados con 1 mg
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(cuatro dosis: Dias 0, 5, 10 y 15). An: antes de la administracion de B-NGF. * indica diferencias significativas entre
ambos grupos los dias de colecta.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se observé que la administraciéon de multiples dosis de B-NGF
a carneros fuera de la temporada reproductiva indujo cambios cuantitativos
significativos en el eyaculado. Aunque algunos de los resultados obtenidos son
similares a los reportados en otras especies tras la administracion de B-NGF exégena
en experimentos in vitro (Castellini et al., 2019; Jin et al., 2010; Li et al., 2010; Shi et
al., 2012), de acuerdo a nuestro conocimiento, hasta la fecha no habia evidencias del
efecto de B-NGF en la calidad del eyaculado en machos in vivo. Los hallazgos actuales
amplian el papel del B-NGF como un mediador relevante en la mejora de varios
aspectos de la calidad seminal y caracteristicas del eyaculado.

La administracion de B-NGF no modificé las concentraciones plasmaticas de
testosterona en ningun momento del periodo experimental. Mas aun, durante todo el
periodo de administracion se midieron en forma diaria sin registrar ningun tipo de
efecto por esta via. En camélidos, la administracion intramuscular de B-NGF provocdo
un incremento leve en los niveles de testosterona, a pesar de haber inducido un
aumento de hasta seis veces en las concentraciones plasmaticas de LH, superando
incluso la respuesta observada tras la administracién de GnRH (Carrasco et al., 2021).
En dicho experimento no se evidenciaron cambios en los niveles de testosterona del
grupo tratado con B-NGF y si una disminucion en el grupo control. Las células de
Leydig adultas son las responsables de la produccion de testosterona en el testiculo,
a partir de la estimulacion de LH. Estas células derivan de células madre de Leydig y
atraviesan cuatro etapas de diferenciacién: células madre, progenitoras, inmaduras y
adultas (Chen et al., 2009). El B-NGF ha demostrado desempefiar un papel importante
en la regulacion del desarrollo de estas células, promoviendo la proliferacién y
diferenciacion de estadios inmaduros (Zhang et al., 2013). Ademas, en especies como
la rata (Li et al., 2005), el humano (Mdller et al., 2006) y el conejo (Maranesi et al.,
2015), se ha evidenciado la expresion de receptores de 3-NGF en células de Leydig
adultas, lo que sugiere una posible accion directa del factor sobre |la esteroidogénesis.
No obstante, el unico estudio disponible en carneros hasta la fecha indica que la
expresion de B-NGF y su receptor TrkA es marcadamente baja en el testiculo, sin
evidencias de su localizacién en células de Leydig (Mercati et al., 2024), o que pone
en duda un posible efecto directo en esta especie. En cualquier caso, este resultado
es importante para interpretar los cambios seminales, dado que los mismos se
deberian haber producido por alguna via independiente de la accion de la
testosterona.

De haber existido un efecto exclusivamente sobre el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal,
este se habria manifestado recién en la ultima colecta (Dia 58), dado que la activacion
hormonal tradicional estimula principalmente la espermatogénesis completa. La
testosterona es indispensable para al menos cuatro procesos clave durante la
espermatogénesis: el mantenimiento de la barrera hematotesticular, la progresion
meidtica, la adhesién entre células de Sertoli y espermatidas, y la liberacién de los
espermatozoides. En ausencia de sefalizacion androgénica, la espermatogénesis se
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detiene en la meiosis, con escaso desarrollo de células germinales hasta el estadio
de espermatidas haploides y sin formacién de espermatidas elongadas (Smith &
Walker, 2014). Sin embargo, en este experimento los efectos positivos sobre las
variables seminales se evidenciaron desde el Dia 37, anticipandose al tiempo
esperado si sélo dependieran de cambios sistémicos en testosterona. Este adelanto
sugiere que el impacto observado en las caracteristicas del eyaculado fue
independiente de modificaciones significativas en los niveles plasmaticos de
testosterona, lo que coincide con estudios previos donde la administracion exégena
de B-NGF no alter6 estas concentraciones (Carrasco et al., 2021). En este contexto,
es posible que la administracion de B-NGF haya ejercido un efecto local directo, ya
sea a nivel testicular o epididimario.

Cabe destacar que, de todas las variables analizadas, los efectos detectados fueron
en aquellas referidas a totales de espermatozoides y no a proporciones. Es decir que,
si bien la calidad seminal se mantuvo estable, aumenté la cantidad de
espermatozoides por eyaculado. Esta observacion permite plantear un posible efecto
del B-NGF sobre las células germinales, estimulando su proliferacion mitética o la
supervivencia celular a lo largo del proceso espermatogénico. Por un lado, Onoda et
al. (1991) demostraron que la actividad mitogénica de las células germinales se reduce
significativamente al bloquear el factor de crecimiento nervioso mediante un
anticuerpo especifico, lo que sugiere un rol importante del 3-NGF en la regulacion del
desarrollo germinal. Ademas, la presencia de receptores para B-NGF en células
germinales de carneros ha sido confirmada recientemente (Mercati et al., 2024), lo
que refuerza la hipotesis de una accién directa sobre la linea germinal. Por otro lado,
no puede descartarse que los efectos del B-NGF sobre la espermatogénesis se
ejerzan de manera indirecta, a través de su accion sobre las células de Sertoli. Se ha
demostrado que estas células cumplen multiples funciones esenciales en el proceso
espermatogénico, como el soporte y la nutricion de las células germinales en
desarrollo, la compartimentalizacion del tubulo seminifero mediante uniones estrechas
que generan un ambiente protegido y especializado, la liberacion de espermatidas
tardias hacia la luz tubular y la secrecion de fluido, proteinas y factores de crecimiento
(Franga et al., 2004). En cabras, las células de sertoli demostraron ser susceptibles al
tratamiento con B-NGF generando un aumento en la viabilidad, proliferacion y el
contenido de ATP, ademas de reducir su apoptosis (Lv et al., 2022b). Por lo tanto, es
posible plantear un efecto similar en carneros, apoyando la hipétesis de que el B-NGF
actue como modulador indirecto de la espermatogénesis mediante su influencia sobre
las células de Sertoli.

Considerando que el ciclo completo de la espermatogénesis en carneros dura
aproximadamente 47 dias (Ortavant, 1958), la aparicion de efectos significativos
desde el dia 37 sugiere que NGF pudo estar modulando etapas avanzadas de la
espermatogénesis, aumentando la tasa de supervivencia de las células
espermatogénicas, ademas de que podria intervenir durante la maduracion
epididimaria, procesos criticos para la funcionalidad y morfologia del esperma. De
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hecho, se ha demostrado que el epididimo es un érgano muy sensible a factores
locales y hormonales, que pueden influir directamente en la maduracion espermatica
(Sullivan & Mieusset, 2016). Esta interpretacion adquiere mayor validez al observar
que se incremento el numero de espermatozoides motiles y con motilidad progresiva
en el grupo tratado con B-NGF en comparacién con el grupo control. Es posible que
la accion del B-NGF exdgeno potencie este proceso, ya sea mediante un efecto local
sobre el epitelio epididimario o mediante una accién directa sobre los
espermatozoides. De hecho, Mercati et al. (2024) demostraron la presencia tanto del
B-NGF como de sus receptores TrkA y p75NTR en las tres regiones del epididimo del
carnero —cabeza, cuerpo y cola—, 6érgano donde los espermatozoides adquieren su
competencia funcional, incluida la capacidad de movimiento progresivo. Durante su
transito epididimario, los espermatozoides experimentan una progresiva modificacion
en el patron de movimiento: inicialmente presentan una asimetria en el batido del
flagelo en la regidon proximal, que evoluciona hacia una propagacion simétrica de
ondas a lo largo del flagelo en las regiones mas distales, lo cual permite el
establecimiento de la motilidad progresiva (Dacheux & Dacheux, 2013). Ademas,
Stabile et al. (2023) demostraron la presencia de los receptores de B-NGF en la cola
de espermatozoides maduros humanos, sugiriendo un posible papel directo del -NGF
en la regulacion de la funcionalidad flagelar. Posteriormente esta localizacion
especifica se determind en carneros, concretamente los receptores TrKA se
encontraron en cabeza y cola de espermatozoides (Meilan et al., 2025), lo que podria
explicar al menos parcialmente el efecto positivo observado en la motilidad
espermatica en el presente estudio.

Sin embargo, también debe considerarse que el aumento en el numero total de
espermatozoides podria deberse a una mayor eficiencia en el transporte epididimario,
lo que favoreceria una liberacién mas eficiente del contenido almacenado, sin implicar
necesariamente un incremento en la tasa de produccion espermatogénica. En este
sentido, estudios han sefalado que el epididimo no solo participa en la maduracién
de los espermatozoides, sino que también regula su liberacién y concentracion
(Sullivan & Mieusset, 2016). La maduracion de los espermatozoides ocurre en la
cabeza y el cuerpo del epididimo, y requiere entre 2 y 5 dias, tiempo suficiente para
que los espermatozoides adquieran su potencial fertilizante (Franga et al., 2005).
Luego, los espermatozoides son mantenidos, almacenados y transportados a través
en la cola epididimaria durante un periodo de 6 a 14 dias (Amann et al., 1993). Por lo
tanto, seria importante en futuros estudios incorporar analisis histolégicos de las
diferentes regiones epididimarias para esclarecer los efectos del B-NGF en dicho
organo.

Se observd un mayor porcentaje de espermatozoides eyaculados con morfologia
normal en el grupo tratado con B-NGF en comparacién con el grupo control. Este
hallazgo sugiere que el B-NGF podria favorecer la mejora en la calidad morfoldgica
del eyaculado, posiblemente a través de un mecanismo selectivo. Una de las hipotesis
que se plantea es que el B-NGF induce la eliminacion de espermatozoides
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defectuosos mediante la activacién del receptor p75NTR, cuya expresion se ha
asociado con procesos apoptoticos. En este sentido, Stabile et al. (2023) reportaron
niveles elevados de ARNm de p75NTR en muestras de semen humano clasificadas
como infértiles, lo que sugiere una posible relacion entre este receptor y la calidad
espermatica. Asimismo, Li et al. (2010) demostraron que la adicién de B-NGF a
muestras de semen bovino in vitro incremento significativamente el porcentaje de
espermatozoides que presentan apoptosis tardia. Estos antecedentes respaldan la
posibilidad de que el B-NGF pueda contribuir a la eliminacion de espermatozoides
anémalos, favoreciendo asi una poblacidon espermatica con menor presencia de
anormalidades. En este sentido, diversos estudios en toros y carneros han
evidenciado una correlacién positiva entre la morfologia espermatica normal y la
fertilidad, mientras que ciertas alteraciones, especialmente en la forma de la cabeza,
se han asociado negativamente con la capacidad fecundante del macho (Makhzoomi
et al., 2008; Martinez-Rodriguez et al., 2015, Phillips et al., 2004;). Esto abre
interesantes posibilidades para testar la capacidad fertilizante de estos
espermatozoides.

Se observaron incrementos significativos en el volumen del eyaculado en el grupo
tratado con B-NGF, lo cual refuerza la hipétesis de una estimulacion directa del factor
sobre la secrecion de las glandulas accesorias. El plasma seminal resulta de la
secrecion combinada de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias, aunque
estudios en carneros han demostrado que aproximadamente el 90% del fluido
proveniente de la rete testis es reabsorbido antes de llegar a la cabeza epididimaria
(Veeramachaneni et al., 1990), lo que confirma que testiculos y epididimos aportan
escaso volumen al eyaculado final. En consecuencia, se reconoce que la mayor parte
del plasma seminal deriva de las glandulas accesorias, cuyas secreciones inducen
una reduccidn significativa del contenido proteico espermatico y permiten la
incorporacion de proteinas especificas que modulan su funcionalidad (Pini et al.,
2016). La importancia de estas glandulas se ve reforzada por estudios como el de
Faulkner et al. (1968), quienes demostraron que la vesiculectomia en toros conlleva
una disminucion en el porcentaje de espermatozoides moétiles, normales y viables,
caracteristicas coincidentes con las mejoradas en el grupo tratado con B-NGF en el
presente experimento. En carneros, se ha descrito que existe una alta expresiéon de
los receptores de B-NGF en las vesiculas seminales, seguidas por la préstata, las
ampollas del conducto deferente y la glandula bulbouretral (Mercati et al., 2024), lo
cual, junto con la evidencia de que estas glandulas son responsables del volumen y
la provision de nutrientes esenciales al plasma seminal (Fernandez-Fuertes, 2023),
permite suponer que el B-NGF podria actuar mejorando la funcionalidad del medio
espermatico a través de su accioén directa sobre estas estructuras.

En el presente estudio se utilizé una dosis de 1 mg de B-NGF por aplicacién, lo cual
permitié detectar efectos positivos sobre caracteristicas del eyaculado. No obstante,
estos resultados abren interrogantes sobre la existencia de un posible efecto dosis-
dependiente o un efecto acumulativo. Los cambios fisiologicos se manifestaron
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significativamente a partir de la cuarta aplicacién, con aumentos tanto en el numero
total de espermatozoides eyaculados como en el total de formas morfolégicamente
normales. Este patron de respuesta permite postular dos mecanismos no excluyentes:
por un lado, que el B-NGF ejerza un efecto acumulativo, en el cual la exposicion
repetida induce una respuesta progresiva en el tejido testicular y/o en las glandulas
accesorias. Por otro lado, es posible que la dosis utilizada haya sido suficiente para
inducir cambios biolégicos relevantes, pero que requiere un tiempo sostenido de
accion para generar respuestas observables. Futuras investigaciones podrian incluir
la evaluacion de distintos esquemas de dosificacion, tanto en frecuencia como en
cantidad administrada, y analizar los efectos locales del B-NGF sobre el testiculo y el
epididimo asi como su impacto sobre la secrecion de LH y otros ejes hormonales aun
no evaluados, con el fin de comprender mejor la naturaleza temporal y acumulativa de
su accion. En linea con estos resultados, otros estudios han documentado una
respuesta biolégica al B-NGF dependiente de la dosis administrada (Jin et al., 2010;
Stuart et al.,, 2014; Tanco et al., 2011), lo que subraya la necesidad de explorar
diferentes concentraciones y esquemas de aplicacion para comprender mejor su
mecanismo de accién. Asimismo, seria de gran interés profundizar en el analisis
histolégico testicular y epididimario para determinar si los efectos observados
responden a una mayor eficiencia espermatogénica, a una mejora en la maduracion y
transporte epididimario, 0 a ambos procesos.
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9. CONCLUSIONES

La administracion intramuscular de B-NGF a carneros Corriedale fuera de la estacion
reproductiva aumenté significativamente la cantidad total de espermatozoides por
eyaculado, incluyendo los normales, motiles y con motilidad progresiva, asi como el
volumen del eyaculado. Sin embargo, para registrar estos efectos tuvieron que darse
cuatro dosis de B-NGF, por lo que es posible que los efectos dependan de una
administracion repetida. Estos efectos no fueron mediados por la testosterona dado
que no se modific6 su concentracion. Estos resultados abren interesantes
posibilidades para la utilizacion practica del B-NGF en manejos androldgicos en
animales de produccion.
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