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DESARROLLO DE CELULAS ESPERMATICAS DEL VENADO COLA BLANCA
DURANTE EL CICLO REPRODUCTIVO PARA EL USO OPTIMO DEL SEMEN
Pablo Arenas Baéz, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN
La adquisicion de conocimientos cientificos sobres especies de fauna silvestre

son fundamentales para llevar a cabo la conservacion de las mismas y en
algunos casos frenar el riesgo de extincion a los que se enfrenta dichas especies.
La conservacion, el manejo y sobre todo el aprovechamiento sustentable del
venado cola blanca ha sido una gran oportunidad para subsanar los riesgos de
extincion a los que se ha enfrentado. La informacion disponible sobre la biologia
reproductiva de las especie es escasa. En el presente trabajo se realizaron
muestreos de semen y tejido testicular mediante cortes histologicos para
determinar la época del afio en que el venado produce la mejor calidad de semen
tomando como base a su fisiologia testicular. La evaluacion seminal agrupada
en dos periodos (invierno y primavera) mostro diferencias (P < 0.05) tanto para
la variable de respuesta motilidad masal (MM) como para la motilidad progresiva
(MP) y la viabilidad espermatica (VIA). Ademas, las motilidades de los espermas
estuvieron fuertemente relacionadas con la viabilidad de los mismos (MM = 0.92,
MP = 0.89); es decir; que al comparar las tendencias de la motilidad masal y la
viabilidad espermatica se observo que al bajar la MM, la capacidad fecundante
(VIA) de los espermatozoides también disminuyo. Respecto al proceso de
espermatogénesis, éste no fue igual durante los periodos de muestro ya que hubo
diferencias (P < 0.05) en la presencia de las espermatidas elongadas en los
tabulos seminiferos lo cual denota un cambio en el desarrollo celular de las
gonadas durante el periodo de muestreo (invierno y primavera). Concluyendo
que la calidad del semen, asi como el desarrollo celular en los testiculos es
variable a través del ciclo reproductivo del venado, detectando una fase de
dormancia o letargo en el proceso de la espermatogénesis; pero con un numero
constante de Células de Sertoli en el ciclo anual.

Palabras clave: venado, espermatogénesis, semen, reproduccion.



SPERMATIC CELLS DEVELOPMENT OF THE WHITE TAILED DEER DURING
THE REPRODUCTIVE CYCLE FOR THE OPTIMAL USE OF SEMEN
Pablo Arenas Baéz, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT
Acquiring scientific knowledge of wildlife species is essential in order to conserve
them, and in some cases to reduce the risk of extinction. The conservation,
management and above all the sustainable use of white-tailed deer has been a
great opportunity to compensate the risks of extinction this species has faced.
However, available information about the reproductive biology of the species is
scarce. In the present study, semen and testicular tissue samples were analyzed
through histology slides to determine the season in which the deer produces the
best quality of semen considering its testicular physiology as basis. The seminal
assessment grouped in two periods (winter and spring) presented differences (P
< 0.05) in the mass motility (MM) variable as well as in the progressive motility
(MP) and sperm viability (VIA). Further, sperm motility was strongly related with
sperm viability (MM = 0.92, MP = 0.89). That is, by comparing the tendencies of
mass motility and sperm viability we observed that while dropping MM, the
fertility capability (VIA) of the sperms also dropped. In regards to the
spermatogenesis process, it was different during the sampling periods since
there were differences (P < 0.05) in the presence of elongated spermatids in the
seminiferous tubules, which indicates a change in the cell development of the
gonads during the sampling periods. It was concluded that both the semen
quality and the cell development in the testicles varies throughout the deer
reproductive cycle, detecting a dormancy or lethargic phase in the
spermatogenesis process but with a constant number of Sertoli cells in the

annual cycle.

Key words: deer, spermatogenesis, semen, reproduction
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I. INTRODUCCION

La importancia del venado cola blanca en México es irrefutable como alimento
para consumo directo a través de la caceria de subsistencia, la caceria deportiva
y usos artesanales. La importancia de la caceria de subsistencia principalmente
en el sur de México ha sido documentada, indicando que el mayor volumen de
carne de monte cosechada en la region de Calakmul, Campeche, corresponde al
venado cola blanca. El uso del venado cola blanca en ceremonias religiosas por
las culturas indigenas ha sido documentado por diferentes autores (Montiel et
al., 2000; Gonzales y Briones, 2000; Naranjo et al., 2004). Uno de los 20
dias del Calendario Azteca o Piedra del Sol estaba dedicado al venado lo que

revela que fue venerado desde tiempos prehispanicos.

En el norte de México el valor econéomico de la fauna silvestre y principalmente
el venado cola blanca, ha cobrado importancia desde los noventas debido a sus
valor como trofeo en la caceria deportiva, de tal manera que los productores se
vieron en la necesidad de establecer compromisos para mejorar el manejo del
habitat para venado cola blanca o venado bura y la produccion de forraje para
el ganado domeéstico que continua representando un componente importante del
ingreso de los propietarios de los ranchos. El valor econémico del venado cola
blanca en el norte de México ha facilitado la recuperacion de las poblaciones y
el establecimiento de acciones de conservacion, manejo y aprovechamiento
sustentable, considerando que en la década de 1960 el venado cola blanca
estuvo al borde de la extincion (Villarreal, 1999). Actualmente, las densidades
reportadas por diferentes autores varian de 4.3 a 25 venados/km? en los estados

de Tamaulipas, Nuevo Leon y Coahuila (Ortega et al., 2011).

La rentabilidad por el turismo cinegético ha motivado a los duenos de las tierras

a implementar técnicas que mejoren la calidad de los servicios mediante el



mejoramiento y conservacion de la fauna silvestre. Tal es el caso del
mejoramiento genético del venado cola blanca, a través de la introduccion de
sementales sobresalientes y la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida
como la inseminacion artificial, conservacion de semen fresco y su

criopreservacion.

En virtud de que el macho proporciona la mitad del patrimonio genético de su
descendencia (Daza, 1997), es fundamental verificar la calidad del semen y para
garantizar el éxito reproductivo y la transferencia de sus caracteristicas
genéticas a las siguientes generaciones. Por ello, para recomendar programas de
reproduccion asistida, es importante conocer la mejor época del ano para
producir semen de calidad y desarrollar tecnologia dirigida a su criopreservacion.
Por tal motivo, el objetivo de la presente investigacion fue determinar la época
del ano en que el venado produce la mejor calidad de semen estudiando su

fisiologia testicular.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES DE LA ESPECIE Odocoileus virginianus

La familia Cervidae, a la que pertenece el venado cola blanca, se origin6 en Asia,
desplazandose a través del tiempo en Europa y gradualmente hasta el
Continente Americano. Los venados del género Odocoileus son los colonizadores
mas antiguos de América (Medina, 1990) siguiendo otros cérvidos como el wapiti
(Cervus elaphus; Linneaus, 1758), el alce (Ales alces; Linneaus, 1758) y el caribu

(Rengifer tarandus; Rafinesque, 1832).

De acuerdo a Geist (1994) hace aproximadamente 11,000 afnios se sucediéo una
extincion masiva de los grandes mamiferos de esa época, en la cual el ciervo de
montana (Moschus sp; Linneaus, 1758) y el ciervo de pantano (Hydropotes
inermes; Swinhoe, 1870) desaparecieron, mientras que los venados cola blanca
y los cola negra (Odocoileus hemionus columbianus; Richardson, 1829) lograron
sobrevivir, de igual manera que sus parientes distantes el berrendo (Antilocapra
americana; Ord, 1815) y el pecari (Pecari tajacu; Linneaus, 1758). Se puede
atribuir la sobrevivencia del venado cola blanca a su condicion de especie
generalista, es decir, distribuida ampliamente en una extensa gama de
ecosistemas y adaptada a consumo de una gran variedad de especies vegetales.
Asi, cuando el clima y la vegetacion cambiaron, los ciervos de la época
simplemente cambiaron su dieta adaptandose a los nuevos ecosistemas (Geist,

1994; Medina, 1990).

Debido a la vocacion natural de sus tierras, el noreste de México (Coahuila,
Nuevo Leon y Tamaulipas), ha sido una region eminentemente ganadera. De
hecho, durante siglos, los ecosistemas de matorral de esta region han sido
utilizados para la crianza y produccion ganadera, donde destaca la produccion
extensiva de bovinos de carne, lo que ha generado un impacto ecologico

significativo, afectando el desarrollo econémico de esta region. Esta situacion fue

3



el motivo fundamental que impulsé la creacion de la ganaderia diversificada en
todo el pais, donde el aprovechamiento del venado es de suma importancia para

los propietarios de ranchos en el noroeste de México.

2.1.1 Descripcion de la especie

El venado cola blanca es probablemente la especie mas antigua en el continente
americano la cual esta muy relacionada con otras especies de cérvidos
norteamericanos como el alce (Alces alces), el wapiti (Cervus canadensis) y el
caribu (Rangifer tarandus), (Halls, 1984; Villarreal, 1999; Demarais, et al.,
2000). Actualmente, en Meéxico se distribuyen cuatro especies nativas de
cérvidos, el Venado bura (O. hemionus), el venado Tamazate rojo (Mazama
temama), el venado Tamazate negro (M. gouazoubira) y el venado cola blanca

(Halls, 1984; Villa y Cervantes, 2003).

El venado cola blanca es de talla mediana, cuya altura a los hombros varia entre
0.65y 1.10 m dependiendo de la subespecie. Las mas grandes son las del norte
del pais, disminuyendo el tamano hacia latitudes mas al sur (Roa, 1986). Los
machos son mas grandes que las hembras. En los machos la longitud total varia
de 1.3 a 1.8 m, con un peso corporal de 36 a 70 kg y de 22 a 45 kg en las
hembras, la cual depende de la estacion y la disponibilidad de alimento (Smith,

1991).

El macho es sexualmente maduro al ano de edad, pero generalmente en
poblaciones estables ni los machos ni las hembras se aparean antes de los dos
anos. La hembra es estacionalmente poliéstrica con una duraciéon de su ciclo de
21 dias aproximadamente y un estro de 18-24 horas (Drew y Amass, 2004). La
gestacion dura entre 195y 212 dias. Las hembras generalmente paren 1 cria en
su primer parto, 2 de manera subsecuente, en ocasiones 3 y muy rara vez 4.
Generalmente los venados cola blanca viven 10 anos en vida libre, pero se estima

que en cautiverio pueden vivir hasta 20 afios (Alvarez, 2005).



Los venados cola blanca pueden correr hasta 64 km h-! y son buenos nadadores.
Se distribuyen en una gran variedad de ecosistemas, pero prefieren areas
boscosas para refugiarse, aunque no muy densamente arboladas. Los
ecosistemas en donde al venado cola blanca se le encuentra son los bosques
templados y tropicales, pastizales templados, chaparrales, semidesiertos,
bosque tropical caducifolio y matorral. Su alimentacion consiste de hierbas,
pastos, hongos, nueces, liquenes y ramonean las ramas tiernas de arbustos.
Generalmente no forma grupos grandes y la unidad social basica se compone
por una hembra adulta, su hija (o) y las dos crias de la temporada reciente. La
reproduccion ocurre en periodos especificos que suelen ser de 3 meses a partir
de la disminucién de horas luz, sin embargo, puede ocurrir a lo largo de todo el

ano en latitudes cercanas al Ecuador (Alvarez, 2005).

2.1.2 Distribucion de la especie

El venado cola blanca se distribuye desde el sur de Canada hasta el norte de
Chile y Bolivia, area en donde se han registrado 38 subespecies. De estas 38
especies, en Meéxico se distribuyen 14 especies (Odocoileus virginianus
acapulcensis, O. v. carminis, O. v. couesi, O. v. mexicanus, O. v. miquihuanensis,
O. v. nelsoni, O. v. oaxacensis, O. v. sinaloae, O. v. texanus, O. v. thomasi, O. v.
toltecus, O. v. truei, O. v. vereacrusis y O. v. yucatanensis) con variaciones en

talla corporal, forma de astas, largo de puntas, y color del pelaje (William, 1986).

Medina (1990) senald que a través de los siglos muchas de las poblaciones de
venado cola blanca se adaptaron a los ambientes que actualmente ocupan, otras
fueron aisladas por cataclismos o por barreras geograficas. Esto ocasioné que
muchas quedaran aisladas genéticamente y se modificaran evolutivamente en
las diversas y actuales subespecies, las cuales se distinguen, por rasgos
drasticos en su talla, peso corporal, conformacion de astas y coloracion. Smith

(1991) indica que las subespecies con tamanos corporales mas grandes ocurren



a mayores latitudes o en zonas elevadas, mientras que las subespecies de menor

tamano ocurren en latitudes cercanas al ecuador o en zonas de menor altitud.

2.1.3 Caracteristicas etolégicas

El venado cola blanca presenta un patron de actividad marcado durante las
primeras horas del dia y durante el crepusculo, sin embargo gran parte de su
actividad esta determinada por el sexo, edad, época reproductiva, presencia de
depredadores, disponibilidad de recursos y actividades humanas (Galindo-Leal

y Weber, 1998).

Su area de actividad es muy variable; sin embargo, se ha podido identificar que
en Arizona, el promedio del tamano de las areas que ocupan las hebras O. v.
couesi es de 5.18 km? (518 ha), y de 10.57 km? (1,057 ha) para los machos,
mientras que su zona nucleo es de 1.89 km? (189 ha) y 4.47 km? (447 ha),
respectivamente. El area de actividad puede variar de acuerdo con la subespecie

y la disponibilidad y calidad del habitat.

El grupo familiar generalmente se conforma por la hembra y sus crias de la
misma camada, mientras que los machos adultos durante la época no
reproductiva se segregan en grupos que incluyen también a machos juveniles.
Durante la época reproductiva los machos adultos se asocian temporalmente
con hembras adultas para el apareamiento (Galindo-Leal y Weber, 1998). Las

asociaciones con un numero alto de individuos son poco frecuentes.

El venado cola blanca es una especie que presenta “territorialidad”, es decir, los
machos adultos defienden su territorio de otros machos marcandolo mediante el
tallado de sus astas contra arboles y arbustos y a través de marcas olfativas
mediante la orina y glandulas interdigitales (Galindo-Leal y Weber, 1998), esto

parece ser exclusivo para la época reproductiva.



2. 2 GENERALIDADES ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DE LA GONADA
DEL MACHO

A grandes rasgos, las gonadas del macho, tienen como funciéon principal, la
produccion de espermatozoides. Estan anatomicamente suspendidos en el saco
escrotal y estan constituidos por un sistema de conductos, que incluye a los
tabulos rectos, red testicular, conductos eferente y deferente, conducto
epididimario y conducto eyaculador. Fuera de las gonadas, estan las glandulas
sexuales accesorias, que estan conformadas por las vesiculas seminales,

prostata y las glandulas bulbouretrales (Lesson y Paparo et al., 1990).

2.2.1 Escroto

El escroto o saco escrotal, es una estructura péndula, en forma de saco en donde
se encuentran los testiculos, la parte distal de los conductos deferentes y los
cordones espermaticos. Este tiene como funcién, regular la temperatura
testicular, que en ovinos varia desde 4 a 7° C por debajo de la temperatura
corporal, variacion necesaria para llevar a cabo la espermatogénesis. Ademas,
también contiene a los conductos deferentes y el haz neurovascular, que inerva

e irriga a cada testiculo (Duran-Ramirez et al., 2008).

2.2.2 Testiculos

Los testiculos tienen dos funciones principales: la sintesis de hormonas
(esteroidogénesis) y la produccion de gametos maduros (espermatogénesis);
ambas funciones, estan estrechamente relacionadas ya que la produccion de
espermatozoides depende de la produccion de androgenos (Duran Ramirez et

al., 2008).

Ademas, se caracterizan por ser estructuras muy vascularizadas, conformados

por arterias testiculares, que son ramas directas de la aorta abdominal, es por



ello que la circulacion se da a través del plexo venoso pampiniforme y pasa a la
vena cava por la derecha y hacia la vena renal por la izquierda. La circulacion
linfatica transcurre junto a las arterias y hasta los ganglios paraodrticos (Lesson

et al., 1990; Figura 1).

Los testiculos, estan rodeados por la capsula testicular, que actia como una
membrana capaz de efectuar contracciones periddicas, esto sirve para conservar
una presion sanguinea adecuada dentro de los testiculos, regular el movimiento
afuera de los capilares y al sistema de conductos, ayudando al desplazamiento
de los espermatozoides hacia afuera (Lesson et al., 1990).

La capsula testicular, esta formada por tres capas (Figura 1):

1. La capa externa o tunica vaginal.
2. La capa media o tanica albuginea.

3. La capa interna o tunica vascular.

El tejido testicular, esta compuesto por tubulos seminiferos, donde se
encuentran las células de Sertoli, mioides-peritubulares y germinales, y tejido

intersticial, conformado por vasos sanguineos, linfaticos y las células de Leydig.
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Figura 1: Esquema que muestra las diferentes capas o tunicas (capa externa o tinica vaginal, capa media o
tunica albuginea y la capa interna o tunica vascular) que integran al testiculo, asi como su vascularizacién.
Se pueden observar las arterias testiculares, que son ramas directas de la aorta abdominal, el plexo venoso
pampiniforme, donde se produce la circulacién venosa y desde alli, la circulacién se dirige hacia la vena cava
por la derecha y hacia la vena renal por la izquierda. La circulacion linfdtica transcurre junto a las arterias y
hasta los ganglios paradrticos (tomado de Arellano-Lezama et al., 2015)

2.2.2.1 Tubulos Seminiferos

En el interior de los tubulos seminiferos, se lleva a cabo, el proceso de
espermatogénesis. Cada tubulo seminifero esta contorneado y se encuentran
revestidos por un epitelio germinal o seminifero, de tipo cubico estratificado y

rodeados de una delgada lamina basal.

Los tubulos seminiferos estan compuestos, principalmente, de tres tipos de
células. Las células mioides o peritubulares, las células de Sertoli y las células
germinales. Estas células se encuentran divididas en dos tipos de
compartimientos en el interior del tubulo seminifero, el compartimiento basal y
el compartimiento adluminal. El compartimiento basal, se extiende entre las
uniones y la lamina basal, de esta forma, permite un intercambio de sustancias

nutritivas y otros materiales entre los vasos intersticiales y las células germinales



que se encuentran en €l y el compartimiento adluminal, que se encuentra entre
las uniones y la luz del tubulo seminifero, esta aislado de este intercambio
directo, asi como las células que lo conforman; este compartimiento tiene células
germinales mas diferenciadas de las que hay en el compartimiento basal, pero
ambos dependen de las células de Sertoli para disponer de nutrientes y otras

sustancias (Lesson y Paparo et al., 1990).

2.2.2.2 Las células de Sertoli

Las células de sostén, somaticas o de Sertoli se encuentran de manera espaciada
en el interior del tabulo seminifero, dispuestas a intervalos bastante regulares.
Son células muy grandes y sus bases estan sobre la lamina basal del tubulo. En
la region cercana al lumen de la célula, se encuentran las cabezas de los
espermatozoides en proceso de maduracion, ubicadas en depresiones de su
citoplasma. El nucleo de estas células se distingue con facilidad de las células
germinales que comparten el espacio tubular. El sitio en donde se juntan dos
células de Sertoli forma una union estrecha con la fusion de membranas, que
junto con el tejido peritubular, constituyen la barrera hematotesticular (Lesson

y Paparo et al., 1990).

Las células de Sertoli son multifuncionales e indispensables para el proceso de
espermatogénesis, algunas de las funciones es que 1) contienen receptores para
FSH; 2) sintetizan una proteina que se une a androgenos (Androgen Binding
Protein o ABP), la cual mantiene una concentracion elevada de testosterona en
el interior de los tubulos seminiferos; 3) constituye la barrera entre la sangre y
los testiculos (hematotesticular); 4) crean un entorno para la diferenciacion de
las células espermaticas; 5) facilitan la liberacion de espermatozoides durante la
espermiacion y 6) degradan el citoplasma residual que se desecha durante la
espermiogénesis. Ademas, aportan el apoyo fisico y los nutrientes necesarios
para el desarrollo de las células germinales (Russell, 1980; Ritzen, Hansson y

French, 1981; Marquez-Orozco, 1997) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema que muestra la disposicién del tejido testicular. Tomada y modificada de internet:
http:// accessmedicina.mhmedical.com/ content.aspx?bookid=1476&sectionid=95222997

2.2.2.2a Proliferacién y Diferenciacion de las células de Sertoli

Durante etapas embrionarias tempranas, uno de los eventos que mas influyen
en el desarrollo de la cresta genital del macho, es el surgimiento de las células
de Sertoli. Estas células, se consideran un componente estructural primario
para la formacion del epitelio seminifero del testiculo (Sharpe et al., 2003).
Durante el desarrollo embrionario de la goénada, diversos genes estan
involucrados, para controlar la determinacion de la cresta XY, como el gen de la
region determinante del sexo SRY (por sus siglas en inglés), que inicia una serie
de eventos secuenciados que determinan el desarrollo del testiculo embrionario,
ademas, la transcripcion de SRY en las células pre- Sertoli regulan la alta
expresion de otro gen importante el SOX9, que secreta la hormona anti-

Milleriana (AMH; Mackay, 2000; Josso et al., 2001).

Después de la activacion del SOX9, las células de Sertoli, contintian proliferando
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y forman fuertes contactos alrededor de los agrupamientos de células
germinales, para posteriormente comenzar a agregar grupos de células
germinales, comenzando con ello la formacion de cordones durante las etapas
fetales. En ese momento, los cordones se encuentran conformados por epitelio
seminifero, separado del tejido peritubular que lo rodea por una membrana basal

y el tejido intersticial.

Por su parte, la FSH desencadena la division y proliferacion durante la etapa
fetal/posnatal de células de Sertoli e incrementa la expresion de receptores de
androgenos de manera progresiva, este efecto incrementa los efectos de T3, el
cual conduce a la maduracion funcional de las células de Sertoli y a la pérdida

de la expresion de AMH (Herrera-Alarcon et al., 2007).

En general, las células de Sertoli experimentan cambios importantes durante
dos periodos de vida, en la vida fetal o neonatal y en el periodo peripuberal en
todas las especies. Las funciones de la célula de Sertoli, que se expresan en la
vida peripuberal-adulta para regular la espermatogénesis no se presentan
durante la vida fetal, ya que las células de Sertoli inmaduras se dividen
mitoticamente y proliferan, y el nimero total que abarcan en el tibulo seminifero

es determinado antes de la edad adulta (Sharpe et al., 2003).

Posteriormente, el cambio que experimentan estas estructuras, es decir, su
maduracion, desde etapas fetales a adultas, ocurre durante la pubertad, a este
proceso se le llama maduracion funcional o diferenciacion. Durante este periodo,
el namero de células de Sertoli establecido, determina la talla testicular final y
el numero de espermatozoides producidos en animales sexualmente maduros

(Sharpe et al., 2003).

Los factores que determinan el namero de células de Sertoli son principalmente
genéticos y hormonales, en particular la FSH, las hormonas tiroideas, pero

también la hormona del crecimiento (HG) y varios factores de crecimiento
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paracrino IGF-1 (Sharpe, 1994, 1999).

Durante la pubertad, las células de Sertoli experimentan un cambio radical en
su morfologia y funcion, ya que pasan, desde un estado proliferativo inmaduro,
a un estado no proliferativo maduro pero en el que hay diferenciacion celular.
Los nucleos se alargan, llegando a ser tripartitas y los nucléolos llegan a ser mas
prominentes. Las células de Sertoli adyascentes comienzan a formar uniones
estrechas para crear un compartimiento adluminal Ginico en el cual las etapas
meioticas y post-meioticas de la espermatogénesis se llevan a cabo; en esta etapa
comienza a formarse un lumen lleno de fluido y como resultado de esto,
comienzan a surgir y desarrollarse las células germinales en el compartimiento
adluminal, ademas, tienen acceso directo a muchos nutrientes, ya que llegan a
ser dependientes de la secrecion de cada factor que secreta la célula de Sertoli
(Sharpe et al., 2003). Durante las etapas peripuberales, la FSH permite la
maduracion final de las células de Sertoli, ademas de incrementar la secrecion
de proteinas como la proteina que se une a androgenos ABP (por sus siglas en

inglés) (Gonzales et al., 1988).

La expresion de densas poblaciones de receptores de androgenos se presenta
durante etapas peripuberales, ya que las concentraciones elevadas de FSH y
testosterona, coinciden con la expresion de receptores de androgenos en las

células de Sertoli, que permiten su maduracion final (Sharpe et al., 2003).

Ademas, las hormonas tiroideas desempefian una funcién importante para la
diferenciacion de las células de Sertoli, ya que durante la etapa fetal y posnatal,
existe un incremento en las concentraciones de T3 (Jannini et al., 1995).
Durante la etapa peripuberal, la T3 interactiia con androgenos y tal vez con FSH,
para la maduracion final de las células de Sertoli, ejemplo de ello, son algunos
experimentos in vitro, utilizando ratas, en las que se demuestra que la FSH y T3
inducen la expresion del receptor de androgenos en células de Sertoli inmaduras

(Arambepola et al., 1998a) y reprimen la expresion de AMH (Arambepola et
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al., 1998b), por tanto, la FSH y la T3 tienen efectos aditivos, de hecho, se ha
demostrado en humanos y primates, que la ausencia o bajas poblaciones de T3
en la célula de Sertoli, previene la induccion de receptores de androgenos

(Jannini et al., 2000).

2.2.2.3 La barrera hematotesticular

Un importante mecanismo en el testiculo, es la regulacion de las sustancias que
entran al interior de los tibulos seminiferos, este evento se da a través de la
barrera hematotesticular, que como se habia mencionado, se forma por las
uniones estrechas entre células de Sertoli. La barrera hematotesticular, es
necesaria para prevenir que el sistema inmunologico destruya las células
espermaticas que se encuentran en el proceso de maduracién, ya que son
antigénicamente diferentes del resto del organismo. Esta barrera consta de una
lamina entrecruzada compuesta principalmente por los citoplasmas de las
células de Sertoli, los cuales se adhieren entre si por uniones estrechas, en tanto
que al exterior de la barrera hay espermatogonias y espermatocitos que apenas
inician la meiosis I y que también controlan el ambiente intratubular (Tahka,

1989; Sylvester y Griswold, 1993).

Ademas, la barrera hematotesticular divide al tubulo seminifero en dos
compartimientos, el basal y el adluminal. Esto sucede durante la etapa de
preleptoteno, en la meiosis I donde los espermatocitos pasan a través de la
barrera hematotesticular y se mueven desde la membrana basal al

compartimiento adluminal (Setchell, 1978; Waites y Gladwell, 1982).

2.2.2.4 Las células germinales y las células mioides peritubulares

La poblacion de células germinales, esta organizada en estratos o niveles. En el

estrato basal, se encuentran las espermatogonias, y en el adluminal se
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encuentran espermatocitos I y II, y espermatidas en diferenciacion. Es
precisamente por esta disposicion que se caracterizan por experimentar una
diferenciacion progresiva desde la region basal del tubulo hacia el lumen o luz,
en la que su ploidia se modifica, ya que de ser células diploides, se convierten
en haploides, por los diferentes procesos de division celular que experimentan.
Por ello, las células germinales haploides dan lugar a los espermatozoides que
se desprenden del tubulo seminifero para quedar libres en el lumen y

desplazarse hacia el epididimo.

Por otra parte, las células mioides que se encuentran en la periferia del tabulo
seminifero, debido a las contracciones que presentan, pueden modificar el
diametro de éste y ayudar al desplazamiento de los espermatozoides a lo largo
de él. Estas células presentan uniones entre células vecinas que retardan, pero
no evitan por completo el paso de macromoléculas del espacio intersticial al
epitelio seminifero, ademas presentan receptores androgénicos (Lesson et al.,

1990).

2.2.2.5 El tejido intersticial y las células de Leydig

El espacio o tejido intersticial, se encuentra situado entre los tibulos seminiferos
y esta formado por algunas fibras de colageno, vasos sanguineos y linfaticos,
nervios, las células de Leydig o intersticiales, fibroblastos, macrofagos, y algunas
células mesenquimatosas indiferenciadas. Este tejido se caracteriza por tener
una gran vascularizacion que durante la irrigacion del tejido intersticial, los
vasos sanguineos y linfaticos y los nervios entran y salen por el mediastino,
formando redes alrededor de los tibulos, esto es importante para las células de
Leydig, que son células poliédricas grandes cuyo nucleo contiene granulos
gruesos de cromatina y un nucléolo bien marcado, estas células son muy
importantes, ya que son las responsables de la produccion de androgenos,

principalmente testosterona.
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Aunque existe regulacion hormonal local de andrégenos dentro de los testiculos,
la mayor parte de estas hormonas se vierten a la circulacion general, a través de
los vasos sanguineos; es por ello que los andrégenos son promotores del
crecimiento, produciendo la conformacién caracteristica del cuerpo del macho,
estimulan sus caracteristicas sexuales secundarias, regulan el sistema nervioso

central y la espermatogénesis (Duran-Ramirez et al., 2008).

2.2.2.6 El espermatozoide y el semen

2.2.2.6a El espermatozoide

El espermatozoide es una célula altamente especializada que esta formada por
dos partes principales: cabeza y cola o flagelo. La parte anterior de la cabeza esta
envuelta por el acrosoma, que porta las enzimas necesarias para el proceso de

fertilizacion.

La cola o flagelo del espermatozoide es la region locomotora de la célula y aporta
la fuerza moévil necesaria para que se traslade hasta la superficie del ovocito, este
esta compuesto por cuatro segmentos, la pieza de conexion (cuello), la pieza
media, la pieza principal y la pieza final con estructuras que lo integran como
los paquetes mitocondriales, y los paquetes fibrosos. Debido a esto, su
movimiento es responsable de la propulsion en el medio fluido, ya que el flagelo,

genera remolinos que van desde la pieza principal, hasta la pieza final.

2.2.2.6b El plasma seminal

El plasma seminal, es una mezcla de liquidos secretados por la proéstata,
epididimo, conductos deferentes y otras glandulas accesorias. Esta constituido
por espermatozoides suspendidos en un medio fluido y tiene como funciéon
principal regular la funciéon quimica del eyaculado. Su pH puede variar de

acuerdo a la especie, (6.8 a 7), pero se caracteriza por ser ligeramente acido en
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toros y carneros, en estos ultimos, su consistencia es opaca y de color blanco o

cremoso debido a su alta concentracion de espermatozoides.

El principal componente del plasma seminal es el agua (75 %), aunque también
aparecen sustancias organicas e inorganicas que sirven de protectores y
nutrientes, ademas de ser un liquido de tipo isoténico y neutro (Duran-Ramirez

et al., 2008).

La composicion quimica de las secreciones de las glandulas sexuales accesorias
varia entre especies, entre machos de la misma especie y entre eyaculados del
mismo macho, estas variaciones se deben principalmente a factores ambientales
como la nutricion, el manejo, los métodos de obtencion, la accion de las enzimas
presentes en el plasma seminal y la actividad metabdlica de los espermatozoides

suspendidos en el plasma seminal (Kilian et al., 1993; Aurich et al., 1996).

En general, el plasma seminal tiene tres funciones principales. Primero, actua
como vehiculo para los espermatozoides transportandolos desde el sistema
reproductor del macho durante la eyaculacion. Segundo, sirve de activador para
los espermatozoides, y tercero, proporciona un medio rico en nutrientes, que
ayuda a mantener su supervivencia después de ser depositados en el aparato

genital de la hembra (Duran-Ramirez et al., 2008).

2.2.2.6¢ Proteinas del plasma seminal

Las proteinas que contiene el plasma seminal, son producto principalmente de
la secrecion de las vesiculas seminales y del epididimo (Chandonnet et al.,
1990) y su funcion durante la maduracion del espermatozoide y la eyaculacion
es muy importante ya que mantienen y regulan diversos procesos, como la
estabilidad del plasma seminal (Desnoyers y Manjunath, 1992), la movilidad
(Henricks et al., 1998; Sanchez-Luengo et al., 2004), la capacitacion (Therien

et al., 1998), la interaccion espermatozoide-ovocito para la fertilizacion
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(Yanagimachi, 1994), donde influyen en el proceso de fusion del espermatozoide
con el ovocito (El-Hajj Gahoui et al., 2007), promueven la fagocitosis de los
cuerpos residuales durante la espermiacion, y regulan el transporte del
espermatozoide a través del epididimo (Dacheux et al., 2003). Es tanta su
importancia, que existe una relacion entre el plasma seminal y el contenido de
proteina total; sin embargo, la cantidad de proteinas, varia entre especies y por
efecto de algunos factores ambientales, como la estacionalidad reproductiva, la

temperatura, la nutricion y el estrés (Pérez-Pé et al., 2001).

2.3 ESPERMATOGENESIS

2.3.1 Espermatogénesis

La gametogénesis se divide en cuatro fases: 1) el origen de las células germinales
y su migracion a las gonadas; 2) la multiplicacion de las células germinales a
través del proceso de mitosis; 3) la reduccion del numero de cromosomas a través
de la meiosis y 4) las etapas finales de maduracion y diferenciacion de los

gametos en espermatozoides con capacidad fecundante.

En el macho, la transformacion de las células germinales primordiales
mitoticamente activas a espermatozoides maduros recibe el nombre de
espermatogénesis, proceso que implica una extensa serie de transformaciones
estructurales de las células. En este evento, son aproximadamente 10 diferentes
tipos de células las que se producen y participan de diferente manera en los

tabulos seminiferos (Marquez-Orozco, 1997).

La espermatogénesis, integra diversos eventos, como la espermatocitogénesis, la
meiosis [ y Il y la espermiogénesis. Las primeras etapas de la espermatogénesis
se llevan a cabo en la periferia del tubulo (el compartimiento basal), y las etapas
posteriores se realizan cerca de la luz en el compartimiento adluminal (Krester

et al., 1998) (Figura 3).
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Para que se inicie la espermatogénesis, las células de Sertoli deben producir un
polipéptido mitogénico, el cual desencadena la multiplicacion de los diferentes
tipos de espermatogonias, también existe una gran cantidad de factores de
crecimiento que estan involucrados en los mecanismos de control local que
influencian la replicacion de las células madre por mitosis y las dos divisiones
meioticas (Krester et al., 1998). A grandes rasgos, el proceso de
espermatogénesis, puede dividirse en tres etapas (Krester y Kerr, 1994). 1) la
multiplicacion de espermatogonias por el proceso de mitosis; 2) la  meiosis,
que reduce el numero de cromosomas de una célula diploide a una haploide, lo
que comienza con la entrada de espermatogonias tipo B en la profase de la
primera division meiotica, a las que se les llama espermatocitos primarios, que
se dividen para formar espermatocitos secundarios en la segunda division
meiotica, dando lugar a las espermatidas redondas; y 3) la culminaciéon con la
transformacion que experimenta la espermatida redonda en el espermatozoide,

a través del proceso conocido como espermiogénesis.

— :-] Espermatogonia Al
J X

Mitosis = Espormatogonia A3

Espermalogonia A4

Espermatocitogenesis =~ ——

iy |
Espemmatocito Primario
AN

P S 4 0 VAN

Espermiogénesis —<’ Espermétidas

B J Cuerpos Residuales
Espermiacion =

L TR I e

Figura 3. Esquema que muestra el proceso de Espermatogénesis (Espermatocitogénesis, Meiosis [y Il y
Espermiogénesis). Esquema tomado de Internet: www.histologia.uchile.cl
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Por otro lado, la regulacion y comunicacion hormonal de la espermatogénesis
ocurre de dos maneras (de Krester y Kerr, 1994; de Krester et al., 1998). 1)
de tipo endoécrino, que involucra la regulacion hormonal del SNC y la gonada, y
2) de tipo paracrino/Autocrino, que involucra la comunicaciéon celular y la

regulacion hormonal entre las células testiculares que integran la gonada.

2.3.2 Espermatocitogénesis

En la espermatocitogénesis, existen diversos tipos de espermatogonias que se
dividen a través del proceso de mitosis, el tipo A representa la poblacion de
células madre, que a su vez, se dividen en un grupo de células no ciclicas (Ad)
que son células de reserva a largo plazo, algunas de estas se transforman en
células mitoticamente activas (Ap). Las tipo Al forman primero dos
espermatogonias A2 o espermatogonias claras, estas células, por mitosis dan
origen sucesivamente a las espermatogonias A3, las A4, y las I o Intermedias.
Las tipo I, al dividirse forman las espermatogonias tipo B, que son las ultimas
que se multiplican por mitosis, y son las precursoras de los espermatocitos

primarios, por lo tanto, se experimentan 6 divisiones mitéticas (Figura 3).

Tan pronto comienzan las divisiones mitoticas de las espermatogonias tipo A, las
células hijas se conectan entre si mediante puentes intercelulares de citoplasma,
también llamados sincitios, que son resultado de una citocinesis (division
celular) incompleta; estas estructuras, facilitan la comunicacion y division

sincronica, hasta que son espermatidas (Figura 3; Hyttel, 2010).

2.3.3 Meiosis Iy II

La ultima division mitotica de espermatogonias tipo B, tiene como resultado la
formacion de espermatocitos primarios, dando lugar a la Meiosis I. Esta

transformacion celular se caracteriza por tener una profase muy prolongada;
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ademas, los espermatocitos se van relocalizando a través de la barrera
hematotesticular y se van dirigiendo al compartimento adluminal de los tabulos
seminiferos, este mecanismo es similar al de un cierre en el que las células estan
ligadas por medio de las uniones estrechas de las células de Sertoli. La
culminacion de la meiosis I, tiene como resultado, la formacion de dos grupos de
espermatocitos secundarios, estructuras que ya son células haploides, en donde
cada uno de los cuales se divide a través del proceso de meiosis II, para dar lugar
a la formacion de 4 espermatidas haploides. A través de esta serie de divisiones,
desde la segunda generacion de espermatogonias tipo A a las espermatidas, la
citocinesis esta incompleta, porque deja a todas las células aun conectadas por
los sincitios (Figura 3) y asi se quedan hasta el proceso de espermiacion, cuando
se libera la espermatida tardia del citoplasma de la célula de Sertoli (Marquez-

Orozco, 1997; Hyttel, 2010).

2.3.4 Espermiogénesis

Después de la Meiosis II, quedan 4 espermatidas redondas, estructuras
haploides que experimentan espermiogénesis. Este proceso es caracterizado por
cambios estructurales de la espermatida redonda, que ocurre al finalizar la
segunda division meiotica, para convertirse en espermatozoides. La

espermiogénesis presenta 4 etapas (Olivera et al., 2006):

1) La fase de golgi: Durante este periodo, el aparato de Golgi se acerca al
nucleo y desprende vesiculas que se unen para convertirse en la vesicula
acrosomal que se localiza en la parte apical del nucleo. Los centriolos migran
hacia lo que sera la base del nucleo y, a partir del centriolo distal crece el
axonema conformado por dos microtuibulos centrales y 9 pares de microtubulos
periféricos.

2) La fase de capuchén: Esta fase se caracteriza porque los granulos
acrosomales se aplanan y cubren una amplia porcion, formando un capuchon

en el nucleo. La cromatina se condensa a histonas que se intercambian con
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protaminas y los granulos acrosomales que forman el capuchén acrosémico.

3) Fase acrosomal: La espermatida gira de tal forma que el acrosoma queda
en direccion de la membrana basal; el citoplasma se desplaza hacia la base de
la cabeza y se localiza por debajo de la union nucleo-axonema; las mitocondrias
se agrupan alrededor de este Ultimo en su parte cercana al nucleo, formando la
pieza media, En esta fase, el espermatozoide adquiere su morfologia definitiva.
4) Fase de maduracion: La morfologia de la cabeza del espermatozoide
(falciforme, como en los roedores o espatulada, como en ungulados) y la cola o
flagelo se desarrollan. La cabeza ya esta cubierta en sus dos terceras partes por
el acrosoma, la cola o flagelo compuesta por la pieza media, principal y terminal,
y en la pieza media se encuentran las mitocondrias en forma de hélice. En esta
fase se elimina gran parte del citoplasma por desplazamiento del mismo hacia la

pieza terminal de la cola originando la llamada gota citoplasmatica.

Las espermatidas tardias, son liberadas desde las células de Sertoli al lumen del
tabulo seminifero, a través del proceso de espermiacion. Una gran parte del
citoplasma, que incluye muchos organelos que forman parte de los cuerpos
residuales de las espermatidas tardias son fagocitados por estas células.
Posteriormente, mediante movimientos peristalticos, son transportadas desde
la rete testis a los conductos eferentes y de alli se almacenan en la cola del

epididimo, en donde adquieren madurez, movilidad y capacidad fecundante.

2.4 LA COMUNICACION DE LAS CELULAS TESTICULARES Y LA
REGULACION DEL AMBIENTE INTRATUBULAR

La comunicacion celular, es esencial para que se lleve a cabo la
espermatogénesis, asi como para la regulacion local de androgenos en la

microcirculacion testicular.

Las hormonas, diversos factores de crecimiento y péptidos activos en la

regulacion de los diversos tipos celulares que participan en la espermatogénesis,
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ejercen su funcion a través del ciclo espermatogénico o del epitelio seminifero,
que se define como las diferentes etapas en tiempo y espacio, que experimenta
el tejido testicular (O°Shaughnessy, 2014), por lo tanto, la coordinacion de las
células que participan en €l, presenta relaciones espacio-temporales, de tal
forma que todos los procesos de senalizaciéon quimica y de regulacion hormonal,
a través del torrente sanguineo y de los sistemas que regulan el testiculo de
manera local estan definidos por la comunicacion paracrina entre las células
(Tahka, 1985). La comunicacion y regulacion de las células que integran el
testiculo presenta tres caracteristicas importantes (Sharpe, 1986). 1) la
regulacion de la entrada de sustancias al epitelio seminifero, a través de las
células mioides peritubulares, asi como en las uniones estrechas entre las
células de Sertoli, por medio del fluido intersticial, que es un medio de transporte
importante en el tejido testicular. Esos mecanismos permiten la creacion de un
microambiente optimo, tanto en el tejido intersticial, como en los tubulos
seminiferos; 2) la regulacion que ejerce la célula de Sertoli en las células
germinales, que involucra la multiplicacion de estas ultimas, su diferenciacion y
su translocacion desde el compartimiento basal al adluminal en los tubulos
seminiferos, asi como la liberacion de la espermatida madura durante el proceso
de espermiacion; y 3) la interaccion que existe entre los tubulos seminiferos y
las células de Leydig, para la regulacion hormonal esta en funcion de los
requerimientos de las células germinales (Sharpe, 1986). Durante estas
interacciones, las hormonas, nutrientes y factores de crecimiento, son esenciales
para la funcion normal de la espermatogénesis; sin embargo, hay otros factores
que influencian la comunicacion intercelular, como la tasa del flujo sanguineo,
la permeabilidad de los capilares testiculares y la eficiencia de la barrera

hematotesticular (Sharpe, 1986).

2.4.1 La importancia de las células de Sertoli en la comunicacién
intercelular

Elvolumen, diametro y otros aspectos de la célula de Sertoli, cambian de acuerdo
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a la fase del ciclo espermatogénico, esto se ha demostrado porqué se han
observado cambios ciclicos en la organizacion de su citoesqueleto, en la
poblacion de receptores de FSH y androgenos, en la actividad de algunas
enzimas tubulares y en la secrecion de la hormona antimtulleriana (Parvinen,
1982; Mali et al., 1985; Parvinen et al., 1986; Mali et al., 1987), Ademas de
esto, y en el transcurso de las diferentes etapas del ciclo del epitelio seminifero,
las células de Sertoli producen ciertas proteinas que tienen gran importancia
para el desarrollo y proliferacion de las células germinales, como la ABP, la
transferrina y la ceruloplasmina (Parvinen, 1982). La ABP, ejerce una funcion
de reservorio y transportador de testosterona, actuando, principalmente, en el
tabulo seminifero y epididimo (Waites y Gladwell, 1982) y la transferina, la
principal glicoproteina secretada por las células de Sertoli transporta hierro que
esta presente en el plasma, en los tubulos seminiferos y ademas es necesaria

para nutrir a las células germinales (Skinner y Griswold, 1980).

2.4.2 La comunicacion celular en el intersticio

El tejido intersticial del testiculo posee un sistema vascular que transporta
nutrientes, oxigeno y hormonas, estos son elementos con una alta demanda
cuando se lleva a cabo la espermatogénesis (Tahka, 1989). Este sistema de
transporte esta regulado por el fluido intersticial, ademas de las interacciones
paracrinas en las que estan involucradas las células de Leydig y las mioides
peritubulares para secretar diversas hormonas como estrogenos, androgenos,
prostaglandinas, angiotensina y oxitocina, las cuales tienen diversas funciones
que se llevan a cabo en los tubulos seminiferos, por ello, cualquier anomalia con
la funcion endocrina de los tubulos seminiferos provoca cambios estructurales
primeramente en las células de Leydig y Sertoli y después en las células
germinales (Aoiki y Fawcett, 1978; Huhtaniemi et al., 1984; Tiakha y
Rajaniemi, 1985; Kerr y Donachie, 1986).

Por otra parte, las células mioides peritubulares y las células de Sertoli, poseen
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receptores de androgenos que se secretan como respuesta a la sintesis de
testosterona, estos son factores paracrinos no mitogénicos, como el Factor
Peritubular que regula a las células de Sertoli tipo A y B (P-Mod-S A y B, por sus
siglas en ingles) que estimulan la produccion de transferrina, ABP induce la
sintesis de algunas proteinas en las células de Sertoli que sirven para nutrir y
cubrir los requerimientos de las células germinales (Skinner y Fritz, 1986;

Verhoeven et al., 2000).

2.5 REGULACION HORMONAL DE LA ESPERMATOGENESIS

Los compartimientos intersticiales de los tubulos seminiferos estan bajo el
control de diferentes hormonas como la LH, FSH y testosterona, que tienen
receptores en algunos tipos celulares del testiculo como las células de Sertoli,
Leydig y mioides-peritubulares; la funcion principal de estas hormonas incluye
la regulacion, iniciacion y mantenimiento de la espermatogénesis, formacion del
fenotipo del macho durante la diferenciacion sexual, y estimula la madurez

sexual durante la pubertad (Tahka, 1989).

Para que estas hormonas ejerzan su efecto, se necesita de la participacion de
diversos nucleos cerebrales y otras estructuras que se encuentran en el SNC,
como el hipotalamo, que integra y regula la funciéon de neurotransmisores, a
través de conexiones sinapticas entre las diferentes neuronas productoras de
GnRH (Meites, 1981; Wray et al., 1989; Veldhuis, 1991). Estas neuronas,
proyectan sus axones hacia la eminencia media y ahi liberan su contenido, el
cual viaja a través del sistema sanguineo porta hipotalamico-hipofisiario
(Silverman et al., 1994), ademas, la secrecion pulsatil de la GnRH, es regulada
por multiples neurotransmisores que estimulan o inhiben su secrecién, como
por ejemplo, los aminoacidos glutamato y aspartato, que funcionan como
neurotransmisores, asi como la noradrenalina, dopamina, acetilcolina, la

serotonina, GABA y las f5-endorfinas, entre otros (Marshall, 2008).
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Posteriormente, la GnRH actua en los gonadotropos de la adenohipoéfisis para
estimular la secrecion de LH y FSH. El paso inicial involucra la union de GnRH
al receptor membranal de los gonadotropos. La union del receptor parece ser
dependiente de AMP ciclico (AMPc) e instantaneamente requiere calcio y la
activacion de la proteina kinasa C. Después de los procesos de transcripcion del
gen especifico de las gonadotropinas, la transduccion del ARN mensajero
(ARNm), sintesis de proteinas y la glicosilacion post-traduccion de los
polipéptidos gonadotropicos, y el empaquetamiento intracelular de las hormonas
gonadotropicas en vesiculas exocitoticas, son transportadas hacia la membrana
plasmatica y descargadas en el torrente sanguineo para ser transportadas al

organo blanco, en este caso, el testiculo (Knobil et al., 1980).

2.5.1 Mecanismo de accion de las gonadotropinas

Las gonadotropinas ejercen su efecto en los testiculos mediante la union a
receptores especificos, localizados en la membrana celular. Es por ello que los
tabulos seminiferos, son sitios de accion de la FSH (Means y Vaitukaitis, 1972).
Los eventos bioquimicos iniciales después de la union de la FSH a su receptor
son similares a los de la LH. En las células de Sertoli, la elevacion en los niveles
de AMPc después de que la FSH se une a su receptor membranal activa la
proteina kinasa C (PKC) y estimula la sintesis de proteinas, incluyendo la sintesis
de la ABP y la sintesis de la enzima aromatasa que convierte la testosterona a
estradiol (Dorrington and Armstrong, 1975), es por ello que se considera que
la FSH desempena una funcion importante en la esteroidogénesis induciendo la
maduracion de las células de Leydig que se encuentran en desarrollo e

incrementa el numero de receptores de LH (Kerr y Sharpe, 1985).

En el caso de la LH, esta interactiia con receptores membranales en las células
de Leydig; la union al receptor estimula a la adenilato ciclasa que cataliza la

formacion del AMPc. La liberacion del AMPc dentro del citoplasma en la célula
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de Sertoli, es seguida por la union de AMPc a la PKC, una disociacion de la
subunidad reguladora y una activacion de la subunidad catalitica de la enzima.
La activacion de la PKC en las células de Leydig, tiene como resultado, la
conversion de colesterol a pregnenolona, esta conversion, incrementa la sintesis

de testosterona (Podesta et al., 1978).

2.5.2 La accion hormonal en el testiculo

La funcion de las células de Leydig, es principalmente, secretar androgenos y el
principal esteroide que secreta es la testosterona; sin embargo, la

androstendiona también es secretada por el testiculo.

Ademas, es en la célula de Leydig de donde derivan todos los androgenos que
ejercen su accion en las diferentes estructuras en el testiculo, a partir de la
molécula precursora, el colesterol. Esta célula, capta el colesterol desde
lipoproteinas plasmaticas, y lo utiliza como sustrato para la sintesis de

esteroides.

Las lipoproteinas que transportan colesterol son las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), para las cuales, existen receptores especificos de membrana.
Estos receptores median la endocitosis de las LDL, que en el interior de las
células se fusionan con los lisosomas, que degradan las proteinas y
desesterifican el colesterol. El colesterol libre es reesterificado y acumulado en
gotitas lipidicas en el citoplasma celular. Posteriormente, el colesterol sera de
nuevo desesterificado y rescatado de la gotita lipidica en el primer paso de la
sintesis de las hormonas esteroides, una proteina trasportadora traslada el
colesterol a través del citoesqueleto a la mitocondria, donde comienza la sintesis

de esteroides.

Las senales para iniciar la sintesis de esteroides proceden de la LH, en contacto

con sus receptores especificos de la membrana, que activan la sintesis
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intracelular de AMP-ciclico, uno de los mediadores necesarios de la sintesis de

esteroides.

El primer paso de este evento, comienza en la membrana interna de las
mitocondrias, donde iniciaran un proceso de reduccion del namero de carbonos
de 27 hasta 21 en el caso de la progesterona, 19 en el caso de los androgenos y
18 en el caso de los estrogenos. La reduccion del namero de carbonos se produce
por oxidaciones catalizadas por enzimas de la familia de los citocromos P450,
Esta enzima, corta la cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, produciendo
acido isocaproico y pregnenolona. La pregnenolona, es precursor de todas las

hormonas esteroides (Hall et al., 1994).

2.5.3 Transporte de testosterona en plasma

La testosterona circulante en el plasma se une a una proteina plasmatica. La
principal molécula se llama globulina que une testosterona, también llamada

globulina que enlaza hormonas sexuales (SHGB) (Wilson et al., 1992).

En el interior de la célula de Leydig, la testosterona puede convertirse en
dihidrotestosterona por la Sa-reductasa, ya que las dos hormonas se unen al
receptor de androgenos con la misma afinidad, de esta forma, el complejo
hormona-receptor (H-R) regula la secrecion de gonadotropinas y la diferenciacion
sexual masculina, sin embargo, el complejo dihidrotestosterona-receptor es
responsable de la masculinizacion externa durante la embriogénesis y el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias del macho (Wilson et al.,
1992). Por tanto, los efectos de los andréogenos en el epitelio seminifero, son
regulados por el receptor de androgenos, que es una proteina que se localiza en
el nucleo o citoplasma de la célula (Lyon et al., 1975; Johnston et al., 2001;
Tsai et al., 2006; Wang et al., 2009). La testosterona pasa a las células de
Sertoli a través de los receptores de androgenos que se encuentran en el

citoplasma y el nucleo, e inicia la respuesta funcional requerida para apoyar la
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espermatogénesis, ademas, interactia con los receptores de androgenos
expresados en las células de Leydig, peritubulares, capilares y células vasculares

endoteliales (Smith et al., 2014).

En el macho adulto, los niveles de testosterona se mantienen relativamente
constantes, ademas, se ha comprobado que altos niveles de receptores de
androgenos en las células mioides-peritubulares, sugieren que la testosterona

es activada también en esas células (Rey et al., 2009).

2.6 COLECTA Y EVALUACION SEMINAL

La obtencion de semen, en la mayoria de los casos, tiene el propésito de ser
evaluado y utilizado en la reproduccion asistida de las especies, y para la
seleccion de sementales por su potencial reproductivo. Existen varias técnicas
para la obtencion de semen por eyaculacion en pequenos rumiantes, siendo las
mas empleadas, la obtenida con vagina artificial (VA), la obtenida por electro-
eyaculacion, y la colecta post-coital (Evans y Maxwell, 1990). Recientemente,
en venados se prueban métodos para obtener espermatozoides maduros post-
mortem a partir del lavado de epididimos, aprovechando los venados cazados
dentro de las unidades para el manejo y conservacion de la vida silvestre (UMA)
conservando de esta manera, los genotipos originales dentro de sus areas de

distribucion.

Neria y Solar, (1984) compararon muestras de semen antes y después de la
criopreservacion obtenidas con vagina artificial (VA) y electro-eyaculacion, y
encontraron que las muestras de semen obtenidas con VA fueron de mejor
calidad de acuerdo a su concentracion espermatica, pero no asi en cuanto a su
motilidad y pH. El semen colectado por electro-eyaculacion resulta ser mas
voluminoso pero menos concentrado que el colectado por VA (Cochran et al.,
1985) manifestando que “la calidad” del semen no difiere de la técnica de

coleccion.
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Se puede esperar que el volumen y densidad del semen eyaculado varie con la
época, edad, raza, temperatura ambiental y estado nutricional. De acuerdo a los
estudios realizados por Refsal (1986), un eyaculado normal de borrego en
promedio oscila entre 0.5-2.0 mL-! de volumen, conteniendo entre 1500-4000

millones de espermatozoides mL-! y una motilidad masal 275 %.

Para la obtencion del semen, en venados se ha utilizado electro-eyaculadores con
polos de anillos como los que se emplean en ovinos y caprinos (Samour, 1977).
Haigh (1984), reportd que con un voltaje de 75 a 200 milivolts se puede obtener

la eyaculacion en un venado.

Para la obtencion de semen de venado, empleando un electro-eyaculador éste
debe ser inmovilizado con Clorhidrato de Xilacina por via intramuscular en dosis
de 1-4 mg kg1, empleando posteriormente Clorhidrato de Yumbina a razon del
10% de la dosis de Xilacina por via endovenosa con el proposito de revertir el
efecto de la Xilacina (Jacobson et al., 1989). En la ultima década, para la
inmovilizacion quimica de los venados sujetos a trabajarse con electro-
eyaculador se reporta la inyeccion de mezclas de sustancias como la Xilacina
con Ketamina; y la mezcla de Clorhidrato de Tiletamina y Clorhidrato de
Zolazepam (conocida la combinacion como Zoletil 100) con Ketamina, que
proporcionan mejores resultados que el uso de la Xilacina sola. De igual manera,
recientemente se ha reportado el uso del Clorhidrato de Tolazolina para revertir
el efecto de la Xilacina con mejores resultados que la Yumbina en venados

(Palazuelos et al., 1986; Galindo-Leal y Weber, 1998, Kreeger, 2003).

2.6.1 Valoracion del semen

Al igual que en los animales domésticos, se deben tomar en cuenta las variables
a medir para obtener un semen de calidad. La primera variable se refiere a su

aspecto, el cual no debe tener agentes de contaminacion como sangre, orina,

30



pelo o polvo; ademas, debe ser uniforme, con apariencia opaca, lo que indica una
elevada concentracion espermatica (Hafez, 1984). La segunda variable es la
motilidad masal, la cual se recomienda esté dentro del rango de 70-80%, aunque
un 70% es suficiente para lograr el 100% de concepcion en venadas (Jacobson
et al., 1989). La tercera variable es la morfologia. El semen de casi todas las
especies incluyendo a los venados, contiene espermatozoides anormales que
incluso, algunos tipos de anormalidades no estan asociados a la esterilidad. En
la determinacion de la morfologia, los niveles de espermatozoides anormales no
estan relacionados con un indice de fertilidad bajo, siempre y cuando no
sobrepasen el 20% (Hafez, 1984). La cuarta y ultima variable que generalmente
se empleada en la valoracion de semen es la concentracion espermatica.
Lambiase et al., (1972) mencion6 que la maxima concentracion de espermas en
venado cola blanca fue de 3,400 millones, y Haigh (1984), reportd6 que una
concentracion de 36 a 200 millones de espermatozoides por mililitro de semen,
es suficiente para llevar a cabo la concepcion en una venada a través de la

inseminacion artificial.

2.7 EL FOTOPERIODO EN EL MACHO

La mayoria de los pequenos rumiantes en el mundo, originalmente habitaban
entre los 35° latitud norte (LN) y los 35° latitud sur (LS) (Lindsay, 1991), pero al
paso del tiempo y con la domesticacion, comenzaron a poblar otras latitudes; de
esta forma y como una respuesta adaptativa a lo largo de un proceso evolutivo
desarrollaron estacionalidad reproductiva, la cual es regida por el fotoperiodo

(Sutama y Edey, 1985; Martin et al., 2002).

En los venados, la estacionalidad reproductiva es un mecanismo de adaptacion
para que los nacimientos de los cervatos coincidan con el periodo de mayor
abundancia de alimento, periodo durante el cual hay una mayor probabilidad de
sobreviviencia y mayor tasa de crecimiento. Asimismo, el fotoperiodo, la

alimentacion, el clima y los factores sociales de la poblacion, van a influir sobre

31



el genotipo que sera determinado por la respuesta reproductiva (Galindo-Leal y

Weber, 1998).

Los sistemas que regulan estos mecanismos reproductivos responden de manera
muy marcada al fotoperiodo; por ejemplo, las razas que habitan a latitudes
mayores a 35° son mas estacionales que aquellas razas que habitan latitudes
menores (regiones tropicales), en éstas ultimas, la actividad reproductiva esta
mas influenciada por otros factores, como la nutricion, la temperatura y los

estimulos socio-sexuales (Martin et al., 2010).

Por lo tanto, la respuesta al fotoperiodo es especie-especifica. Las especies con
gestacion de S a 7 meses como las ovejas, las cabras y los venados, requieren
que el apareamiento tenga lugar entre el otono e invierno (Fowler, 1988; El
Omari et al., 1989; Tsubota et al., 1997), para que los nacimientos ocurran
entre primavera y verano, esto como una ventaja ambiental y adaptativa,

(Lincoln y Short, 1980).

Cuando se presenta la época de anestro estacional, la fertilidad y todos los
eventos neuroendocrinos y reproductivos en el macho disminuyen a un nivel
minimo, aunque como se ha mencionado también, el grado de domesticacion es
muy importante, ya que si se comparan especies de vida silvestre con especies
domésticas, las variaciones circanuales en las concentraciones de LH,
testosterona y FSH son menos marcadas en las especies domésticas (Lincoln et

al., 1990).

Los machos, que seran sementales, deben ser evaluados con diferentes
examenes fisicos, que incluyan las caracteristicas antes mencionadas y los
perfiles hormonales (LH y testosterona) en diferentes épocas, ya que esto

determina su actividad reproductiva anual (Schanbacher y Lunstra, 1977).

El fotoperiodo ejerce su accion por medio de la secrecion de melatonina
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producida por la glandula pineal. Diversos estudios coinciden en senalar que el
fotoperiodo influye de manera determinante en el diametro testicular,
concentracion espermatica, nivel de testosterona, LH, motilidad y volumen

seminal (Fuentes et al., 1997 Mandiki et al., 1998; Aguirre et al., 2007).

En los mamiferos, la melatonina sensibiliza al hipotalamo por los efectos del
fotoperiodo para coordinar los cambios ciclicos en la reproduccion y el
crecimiento, principalmente, para sincronizar estos eventos en las diferentes
épocas del ano. La melatonina es secretada s6lo en ausencia de luz por lo que
su secrecion varia con la duracion de la noche, proporcionando una senal
endocrina de duracion variable, la cual actia en el cerebro e hipofisis a través

de receptores especificos (Lincoln y Clarke, 1997).

En animales domésticos sometidos a la exposicion de un cambio en el
fotoperiodo artificial de dias cortos a largos, provoca una secuencia de
respuestas neuroendocrinas similares a las observadas en otono bajo
condiciones de luz natural. Estos cambios incluyen un incremento en la
secrecion de LH, FSH y la activacion funcional del eje reproductivo (Pelletier y

Almeida 1987; Lincoln, 1994).

El patron reproductivo estacional de los ciervos varia notablemente segun la
especie y la ubicacion geografica, existiendo desde especies de ciervos no
estacionales, hasta otros con una estacionalidad muy marcada (Bronson, 1989).
En especies de ciervos estacionales se produce un aumento del peso corporal,
tamano testicular, y del perimetro del cuello de los machos asociado a la estacion
reproductiva (Lincoln et al., 1972; Clutton-Brock et al., 1982). También se
ha descrito que previo a la estacion reproductiva y asociado al aumento de la
concentracion de testosterona ocurre un aumento del numero de
espermatozoides en el eyaculado (Haigh et al., 1984). Segun los autores se
alcanza simultaneamente en ese momento el maximo porcentaje de

espermatozoides con morfologia normal. Ademas, se describen cambios
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estacionales en el diametro de los tubulos seminiferos y del epididimo, nimero
de espermatogonias en los tibulos seminiferos, y en el tamano, peso y actividad
de las glandulas sexuales secundarias (Lincoln, 1971; Reyes et al., 1997). Se
ha reportado también un oscurecimiento en el color del pelaje (Bubenik &
Bubenik, 1985), y mayor tamano y actividad de las glandulas apoécrinas y
sebaceas del cuerpo (Ebling, 1972) en la estacion reproductiva. Todos estos
cambios han sido vinculados con la concentracion de testosterona en cérvidos
de diferentes especies (Ebling, 1972; Gaspar-Lopez et al., 2010). Las astas de
cérvidos son estructuras que presentan un marcado patron estacional de
crecimiento, el que se vincula a las concentraciones séricas de testosterona
(Bubenik, 2006). Segun este autor el crecimiento de las astas comienza con
concentraciones de testosterona auin bajas (menor a 10 ng/ml), la mineralizacion
y el fin del crecimiento cuando éstas ya han alcanzado concentraciones altas
(entre 40 y 60 ng/ml), y la caida 2 a 4 semanas después de la disminucion anual
de la concentracion de testosterona. El crecimiento de las astas se vincula
también con los cambios estacionales en las concentraciones de melatonina y

prolactina (Bubenik, 2006).

2.7.1 El sistema del reloj circadiano

El reloj circadiano, se refiere basicamente a los “ritmos circadianos” que tienen
una duracion aproximada de 24 h. La tierra rota cada 24 h y el sistema
circadiano de los mamiferos se ha adaptado a este horario, con la finalidad de
aprovechar la luz solar y con esto llevar a cabo todos los eventos fisiologicos que

estan relacionados con las horas luz-oscuridad (Bass y Takahashi, 2010).

Los sistemas circadianos estan regulados por el SNC, particularmente por el
nucleo supraquiasmatico NSQ (por sus siglas en inglés), este recibe la
informacion (luz-oscuridad) a través de la ruta retino-hipotalamica, de esta
forma, la informacion de las horas luz, es captada por la retina, que es la senal

externa, y de la retina hacia el NSQ, es la senal interna, con la finalidad de
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producir melatonina, que es la hormona que regula la actividad reproductiva
estacional y que es secretada por la glandula pineal (Bass y Takahashi, 2010;
Albrecht, 2012), es por ello que la informacion fisiologica que un individuo posee
del fotoperiodo se transforma en senales endogenas, con ayuda de esta hormona
(Chemineau et al., 2007). De esta forma, con el inicio de la época reproductiva,
es decir, con la llegada de los dias cortos, se incrementa la duracion del periodo
de oscuridad y la duracion de secrecion de la melatonina, que se secreta
unicamente durante la noche y con ello, permite el incremento en la secrecion
pulsatil de GnRH y de las gonadotropinas (Malpaux et al., 1997; Vanecek,
1998).

La melatonina, ejerce su accion reduciendo su sintesis, de acuerdo a las horas
luz y también, regula la actividad de enzimas biosintéticas (Minnerman y
Wurtman, 1975), ademas, se libera siguiendo los ritmos circadianos y esto
generalmente es por la noche. Una disminucion en la secrecion diaria de
melatonina se asocia a una disminucion en la secrecion pulsatil de GnRH, esto
trae como consecuencia, una regresion o involucion de las testiculos durante los
dias largos; mientras que las mismas senales fisiolégicas que estimulan su
secrecion durante los dias cortos, son seguidas por una activacion y
restablecimiento de la actividad gonadal (Grosse et al., 1993). Esto se ha
demostrado a nivel experimental, ya que tratamientos con melatonina en
carneros, estimulan la secrecion de LH y FSH y por lo tanto, en la funcion
testicular (Lincoln y Maeda, 1992; Lincoln, 1994; Tortonese y Lincoln,

1995).

2.7.2 El efecto del fotoperiodo en las gonadotropinas y hormonas
esteroides

El efecto del fotoperiodo se transmite por vias neuroendocrinas que regulan la
actividad gonadal. La influencia del fotoperiodo en la secrecion pulsatil de GnRH,

refleja cambios circanuales en la secrecion pulsatil de LH, porque se incrementa
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durante el otono (dias cortos) y se reduce durante la primavera (dias largos), esto
con la finalidad de que exista una estimulacion maxima en la actividad testicular
durante el otono-invierno (Thompson et al., 1986; El Omari et al., 1989;
Lerchl et al., 1993). En carneros, la concentracion y frecuencia de pulsos de
LH en plasma durante la estacion reproductiva, pueden incrementarse de 5 a 14
veces (Ebling et al., 1994) y las concentraciones de testosterona en plasma
fluctian de forma paralela a las de LH (Berndtson et al., 1974; Cox et al.,
1988; El Omari et al., 1989).

En hembras, las variaciones circanuales en la secrecion de LH, estan asociadas
con cambios en el sistema de retroalimentacion negativa del estradiol, este
disminuye la frecuencia de pulsos de GnRH/LH durante la época de anestro
estacional (Karsch et al., 1993; Gallegos-Sanchez et al., 1997). Estos cambios
circanuales son similares a los que tiene el sistema de retroalimentacion
hormonal del macho; por ejemplo, la época reproductiva, se rige por un
incremento en la secrecion pulsatil de LH como resultado del efecto de la
regulacion neuroendocrina de los esteroides (Lincoln, 1984). Ademas, también
los opioides y la prolactina participan en el control de la secrecion pulsatil de
LH, en donde la secrecion de melatonina afecta el sistema opioidérgico (Aurich
et al., 1994b, 1996). El principal efecto de los opioides es la inhibicion de la
frecuencia de pulsos de LH (Lincoln and Ssewannyana, 1989). Por tanto, un
incremento en las concentraciones de gonadotropinas circulantes en el eje
neuroendocrino, precede al restablecimiento de la actividad testicular, ya que el
potencial que tienen los testiculos para responder a las variaciones estacionales,
esta muy relacionado con la densidad de receptores de FSH y LH, durante la
involucion y el restablecimiento de la actividad gonadal, y por lo tanto, con las
variaciones en la concentracion de testosterona (Robinson y Karsch 1985;

Lincoln et al., 1990; Malpaux et al., 1997).

En general, los sistemas dopaminérgicos responden a los cambios estacionales

del sistema de retroalimentacion de los esteroides gonadales, ya que la mayor
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poblacion de receptores para dopamina, esta presente durante los dias largos,
por lo cual el sistema dopaminérgico alcanza su maxima activacion durante el

anestro estacional (Kao et al. 1992; Tortonese y Lincoln, 1994, 1995).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el estado de Nuevo Leon, México, a mediados de la década de 1980 se crearon
los ranchos cinegéticos (hoy UMA) para el aprovechamiento del venado cola
blanca texano. La fama de esta especie en el estado fue reconocida por cazadores
extranjeros y nacionales promoviendo un negocio lucrativo para las Unidades de

Manejo y Conservacion de Vida Silvestre (UMA).

Motivados por la perspectiva de un buen negocio, en la década de 1990, los
ganaderos del noroeste de Meéxico se interesaron en construir encierros de
venado cola blanca texano obteniendo buenos resultados. En el ano 2005 en
Anahuac, Nuevo Leon, se da el primer esfuerzo formal en la UMA Rancho Casa
Grande con la participacion del Colegio de Postgraduados para la
experimentacion y transferencia de tecnologia sobre técnicas de reproduccion
asistida para la mejora genética y mayor eficiencia del manejo reproductivo del

venado cola.

En los ultimos 10 anos se han hecho investigaciones sobre reproduccion del
venado cola blanca, presentadas en congresos y simposios a nivel nacional, pero
poca informacion ha sido publicada en articulos cientificos. Con el propésito de
contribuir en el manejo de la reproduccion de esta especie para garantizar la
conservacion y aprovechamiento de las subespecies en México, el presente
trabajo tuvo como objetivo general, determinar la época del afno en que el venado
produce la mejor calidad de semen tomando como base a su fisiologia testicular.

De lo anterior, se establecieron las siguientes hipotesis:

« Existe al menos una diferencia en la calidad de semen del venado entre
los meses que comprende su ciclo reproductivo.
 Existe al menos una diferencia en la constitucion celular en el desarrollo

testicular del ciclo reproductivo del venado.
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Objetivos Particulares

1) Determinar la calidad espermatica a traves del ciclo reproductivo.

2) Caracterizar el desarrollo espermatico del venado mediante cortes

histologicos a través del ano.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion del area de estudio

Durante la fase de toma de muestras, la presente investigacion se llevo a cabo
de septiembre de 2014 a junio de 2015 en el Laboratorio de Reproduccion Animal
del Colegio de Postgraduados, Campus San Luis Potosi (SLP), ubicado en el area
experimental denominada “La Huerta” con domicilio en Calle Santos Degollado
No. 40, en la Ciudad de Salinas de Hidalgo, SLP. El laboratorio se encuentra
registrado como Unidad de Manejo y Conservacion de Vida Silvestre con clave de
registro DGVS-CR-IN-1305-SLP/11 y ~cuenta con las autorizaciones
correspondientes para llevar a cabo la presente investigacion. Las coordenadas
geograficas del laboratorio son 22° 34" de latitud norte y 101° 45" de longitud
oeste, a una altura de 2090 msnm, bajo un clima BsOKw(e), semiarido con lluvias
en verano, con una precipitacion anual que oscila entre los 330 y 400 mm y una

temperatura media anual entre los 12° y 18°C.

4.2 Adquisicion de venados y su manejo

Para la investigacion se utilizaron 24 venados machos adultos de la especie
Odocoileus virginuanus con edades de 3%, 4% y 5% anos, con un peso promedio
de 55 kg; los cuales fueron adquiridos en la UMA “El Cimatario” localizada en el
Parque Nacional El Cimatario en el estado de Querétaro, entre los limites de los
municipios de Huimilpan y Querétaro. Los animales estuvieron confinados en
un corral de manejo de 1800 m?, el cual cuenta con sombras, comederos y
bebederos. Los venados fueron alimentados con alimento peletizado comercial
balanceado para venado de la marca Trophy Maker-18® con 18% de proteina
cruda (Cuadro 1). Adicionalmente se les proporciono, alfalfa fresca y agua ad
libitum, y fueron desparasitados, con Ivermectina por via intramuscular a razon

de 100 mg por venado, 30 dias antes de iniciar el muestreo.
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Cuadro 1. Ingredientes de alimento comercial Trophy Maker 18.

Ingredientes Analisis de la dieta

Maiz molido, productos proteicos
vegetales, subproductos procesados de
cereales, sal comun, melaza de cana,
extracto de hemicelulosa, fosfato
dicalcico, carbonato de calcio, cultivo de
levadura, suplemento de vitamina E,

Proteina cruda 18.0 % min.

Grasa cruda 1.0 % min.

Fibra cruda 8.0 % max.

Extracto libre de

sulfato de cobre, carbonato ferroso, ey 9.0 % min.
i nitrogeno
oxido de manganeso, carbonato de
cobalto, etilenodiamina dihidroiodo | Cenizas 9.0 % max.
(EDDI), selenio de sodio, saborizantes
Humedad 12.0 % max.

naturales y artificiales.

4.3 Colecta de semen

El muestreo de semen fue realizado mensualmente en dos venados para su
valoracion. La colecta de semen se hizo mediante la inmovilizacion quimica de
los venados por via intramuscular con dardos de 3ml x 13mm de la marca Cap-
Chur® aplicados con un rifle de CO2 marca Dan-Inject® Modelo JM Estandar. La
sustancia empleada para la inmovilizacion fue la mezcla de los farmacos Zoletil
(4 mg/kg) combinado con Clorhidrato de Xilacina (2.2 mg/kg), de acuerdo a lo
recomendado para la inmovilizacion de venado cola blanca por Kreeger (2002).
Una vez inmovilizados los venados, se les cubrieron los ojos con una mascara
especifica para tal proposito y se les trasladaron al area de recoleccion dentro
del laboratorio monitoreando sus constantes fisiologicas, como lo recomiendan
Drew y Amass, (2004). Una vez obtenido el semen, este fue evaluado con el
programa CASA (Computer Assissted Semen Analysis) con el Softwere
especializado SpermVision®. Terminado el muestreo de semen y la extraccion de
los testiculos que se llevo a cabo quirargicamente, se les aplico una dosis de

Tolazolina (2mg/kg) como antagonista al efecto del anestésico para la
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recuperacion de los animales (Kreeger, 2002)

Durante la extraccion de semen, se utilizaron guantes desechables de nitrilo,
estériles, a los venados se les corto el pelo del prepucio y se les limpio el area
aledana. Asimismo, se retiraron las heces de la ultima porcion del recto,
mediante la insercion de los dedos medio e indice. Enseguida se procedio a la
extraccion del pene retrayendo a su vez el prepucio, provocando asi la
invaginacion del glande del pene, el cual fue sujetado de su base empleando una

tira de gaza (20 cm x 2.5 cm), (Drew y Amass, 2004).

Una vez que el glande del pene estuvo expuesto, se procedio a insertar el electro-
eyaculador lubricado en el recto del animal dirigiendo los electrodos hacia la
pared ventral del mismo, lo mas cercano a los testiculos y glandulas accesorias
y lograr asi una mejor estimulacion eléctrica. Antes de la primera electro
estimulacion, se coloco el glande del pene dentro de un tubo de colecta graduado,

el cual se mantuvo a una temperatura de 35°C (Drew y Amass, 2004).

Insertado el electro-eyaculador, se aplic6 una estimulacion eléctrica durante 4
segundos seguida de 4 segundos de descanso, asi hasta completar una serie de
15 estimulaciones, dando un descanso de 15 minutos entre la primera y segunda
serie cuando fue necesario. Las muestras contaminadas con orina o fluido pre-
eyaculatorio se desecharon. El semen una vez colectado, se mantuvo en bano

maria a una temperatura de 35°C (Drew y Amass, 2004).

4.4 Evaluacion del semen

El semen fue evaluado inmediatamente después de haber sido colectado.
Durante este proceso, el semen se selecciono verificando visualmente que las
muestras no presentaran contaminantes como sangre, orina o pelo. El semen
evaluado fue aquel que presentd las caracteristicas de ser espeso y de color

blanco nacarado o cremoso.
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Las variables del semen evaluadas fueron la motilidad masal (MM), motilidad
individual o progresiva (MP), concentracion espermatica (CON) y la viabilidad de

los espermatozoides.

Para su evaluacion en el CASA, se deposito una gota de semen diluido (1:5)
dentro de la camara de un portaobjetos especializado para el sistema, el cual se

mantuvo en la platina del microscopio con control de temperatura.

4.5 Gonadectomia, tratamiento quirurgico y posquirargico

Los machos fueron seleccionados al azar para ser gonadectomizados
bilateralmente (2 venados por mes). Todos los animales fueron mantenidos en
corrales de observacion, en un sistema de tipo intensivo y con fotoperiodo
natural, ademas, fueron manejados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-ZO0-1999 y al manual de practicas y procedimientos para animales
experimentales del Colegio de Postgraduados (ColPos). El tipo de gonadectomia
que se utilizo, fue el método quirurgico es decir, se extrajo el testiculo, realizando
una incision con un bisturi en la parte inferior del saco escrotal, extrayéndose
testiculo izquierdo y derecho, posteriormente se ligaron los conductos y se realizo

una sutura en la zona de la incision.

Después de la cirugia, los animales gonadectomizados, fueron puestos en un
corral, totalmente limpio y desinfectado con cal durante S dias, y se sometieron
a un tratamiento farmacologico posquirurgico que consistio en la administracion
de un antibiotico, un antiinflamatorio, y un analgésico, con dosis de acuerdo a

la edad y al peso corporal.

4.6 Preparacion del tejido testicular

Después de la castracion, las gonadas, tanto izquierda como derecha, fueron
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separadas del epididimo, del sistema de conductos y del tejido conectivo,
posteriormente, se procesaron los testiculos completos de los animales
seccionandolos en porciones mas pequenas conforme a la técnica histologica
(Montalvo, 2010), utilizando Bouin-Duboscq como medio de fijacion durante 12
horas, deshidratando con un tren de alcohol en concentraciones crecientes
desde 50%, 70%, 95% y 100%. Posteriormente se aclararon con xileno
(Etilbenzeno C6H4(CH3)2, J.T.Baker) y se incluyeron en parafina (Paraplast
plus, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, MA, USA), para obtener
preparaciones fijas con secciones histologicas de O9um de grosor por
portaobjetos, mediante un microtomo y se tineron con la técnica de tincion
Hematoxilina- Eosina (H-E), utilizando Hematoxilina Hemm Hill. El
procedimiento de la preparacion de tejidos para analisis microhistologico fue el

siguiente:

I. FIJACION

Liquido fijador de Bouin

Preparacion:
— Acido picrico humectado (1-2%) 1.125 ¢
— Acido acético glacial 5 ml
— Formaldehido (35-40%) 25 ml
— Agua destilada 75 ml
. El volumen del fijador estuvo en una relacion 1:20 (muestra-tejido).

. El tiempo de fijacion varié de acuerdo al tipo de tejido de 12, 24 o 48 h,
(se recomienda 24 h para tejido testicular).

. La temperatura de fijacion fue a 4 °C

II. LAVADO E INCLUSION EN PARAFINA

Los tiempos que los tejidos pasaron dentro de cada solucion dependieron del
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volumen de las muestras, ya que por cada milimetro de tejido equivale a una

hora en cada solucion.

1) Alcohol etilico al 70 % 12 h
2) Alcohol etilico al 70 % 12 h
3) Alcohol etilico al 95 % 1h
4) Alcohol etilico al 95 % 1h
5) Alcohol etilico al 100 % 1h
0) Alcohol etilico al 100 % 1.5h
7) Alcohol (50%) — Xilol (50%) l1h
8) Xilol 100 % lh
9) Xilol 100 % l1h
10) Primer bano de parafina 1.5h
11) Segundo bano de parafina 1.5h
12) Tercer bano de parafina 1h

Después de este procedimiento, los tejidos se quedaron asi dentro de la parafina

o en bloques de la misma listos para realizar los cortes.

II. CORTE DE TEJIDOS Y ADHESION AL PORTAOBJETOS

Una vez preparados los bloques de parafina con el tejido sobre una base de
madera, se procedido a hacer los cortes a 9 micras. Las tiras de corte que se
obtienen se adhieren al portaobjetos con un adhesivo de cromo. La temperatura

del adhesivo estuvo a 40 °C.

Preparacion del adhesivo:

— Grenetina 1.25¢g
— Fenol 0.25¢g
— Alumbre de cromo 0.25 g
— Agua destilada 575 ml

Se agito a temperatura ambiente hasta que se mezclo perfectamente.

Cuando los tejidos ya estaban sobre el portaobjetos se elimind el exceso de
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adhesivo y los tejidos se dejaron sobre una platina a 60 °C para quitar el exceso

de parafina y ayudar al procedimiento de desparafinamiento.

IV. DESPARAFINAMIETO Y MONTAJE

Una vez que las laminillas perdieron el exceso de parafina por efecto del calor,
estas entraron a un nuevo tren de xilol y alcohol a diferentes concentraciones,
para quitar la parafina y tenirlos con la hematoxilina-eosina. Esto se llevo a cabo

sumergiendo las laminillas con los cortes en el siguiente orden:

. Xilol 100 % 3 min
. Xilol 100 % 3 min
. Xilol 100 % 3 min
. Alcohol 100 % 3 min
. Alcohol 100 % 3 min
. Alcohol 85 % 3 min
. Alcohol 70% 3 min
. Alcohol 50 % 3 min
. Agua destilada S min
. Agua destilada 5 min
. Hematoxilina (Hem-Gill) 6 min
. Agua destilada S min
. Agua destilada S min
. Eosina (1%) 1 min
. Alcohol 70 5 min
. Alcohol 96 5 min
. Alcohol 96 3 min
. Alcohol 100 3 min
. Alcohol 100 3 min
. Xilol 100 3 min
J Xilol 100 3 min
. Xilol 100 3 min

Después del ultimo cambio de Xilol, se cubrio el portaobjetos con resina para
conservar los tejidos, sobre la resina se coloco un cubreobjetos, cuidando de no
dejar burbujas. Al aplicar la resina se dejo por lo menos secar por 24 horas para

que el xilol se evaporara.

Preparacién de la hematoxilina hem-hill
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— Agua destilada 750 ml

— Etilenglicol 250 ml
— Hematoxilina polvo 2g
— Cristales 2.36¢g
— Yodato de sodio 0.2¢g
— Sulfato de aluminio 176 g
— Acido acético glacial 20 ml

Los reactivos se mezclaron en orden a temperatura ambiente 1 horay se filtraron

para quitar sedimentos.

Para la preparacion de la eosina al 1% se disolvié Eosina amarilla en alcohol al
70%

4.7 Procedimiento para la toma de fotografias histologicas

Se evaluaron dos preparaciones histologicas por venado. Para la toma de
fotografias que se utilizaron para cuantificar las estructuras, la porcion del tejido
de cada preparacion histologica fue dividida de manera manual con un plumoén
negro en cuatro cuadrantes, posteriormente, se seleccionoé la distancia (1mm?2)
que fue la misma para todas las preparaciones histolégicas de cada uno de los
individuos en este estudio, de tal forma que del cuadrante hecho manualmente,
se desplazo a través de los ejes X e Y de la platina del microscopio (graduada en
milimetros), para encontrar la interseccion de los ejes. Cuando se encontro la
distancia correcta y el tejido de esa zona se encontré danado o con estructuras
que no corresponden al tejido a cuantificar, se desplazé 1 mm de distancia como

maximo (Figura 4).
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PLATINA

Figura 4: Diagrama de una preparacién histolégica, que representa las cuatro coordenadas, realizadas a
través de los ejes X e Y de la platina, para la toma de las fotografias histolégicas. Tomado de Arellano-
Lezama et al., 2015

Se seleccion6 un area, que tuvo una dimension de 72112.11um?2, esta area fue
la misma para todas las imagenes histologicas de todos los grupos de individuos

que formaron parte de este estudio.

Ademas, se utilizo una aplicacion del programa que tenia como funcion delinear
el contorno de los tubulos seminiferos. Durante la caracterizacion de las
estructuras, el programa realizo una base de datos del perimetro de los tubulos
seminiferos y arrojo los datos de las siguientes variables, area, perimetro,
diametro mayor, diametro menor y el numero de tibulos medidos para cada
imagen histolégica evaluada. Una vez obtenidos los datos de las medidas de los
tabulos seminiferos, se evaluaron también para cada imagen histologica, los

tabulos con espermatidas elongadas por unidad de area.

4.8 Analisis estadistico

Se utilizo el analisis de correlacion de Pearson (Proc corr) para determinar la
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asociacion entre las variables evaluadas en el semen, ademas de un analisis de
varianza para los periodos evaluados (invierno y primavera) y una prueba de

medias (Tukey) para la separacion de los periodos El modelo utilizado fue:

yij =u+Ti+Eij
En donde:
i= machos muestreados.

j= numero de muestreos.

Vij= presencia de espermatidas elongadas y células de Sertoli en el i-ésimo
periodo del j-ésimo animal.
u= efecto de la media.

Ti= efecto del i-ésimo periodo.
Se utilizo un analisis de varianza para obtener el efecto de las épocas sobre el

area de los tubulos seminiferos y la proporcion de las espermatidas elongadas

presentes en los tubulos.
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V. RESULTADOS

5.1 Evaluacion seminal

El comportamiento de las evaluaciones del semen tanto para la Motilidad Masal
(MM), como para la Motilidad Progresiva (MP) fueron semejantes como se
muestra en la grafica 1. El efecto entre los dos periodos resulté ser significativo
(P < 0.05) tanto para la variable de respuesta MM como para la MP y la viabilidad

espermatica VIA.
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Grafica 1. Comportamiento del porcentaje de motilidad masal (MM) y motilidad progresiva (MP) de las
muestras de semen evaluadas durante los periodos invierno y primavera.

El analisis de correlacion mostro que las motilidades de los espermas estuvieron
fuertemente relacionadas con la viabilidad de los mismos (MM = 0.92, MP = 0.89);
es decir; que al comparar las tendencias de la motilidad masal (Grafica 1) y la
viabilidad espermatica (Grafica 2) se observo que al bajar la MM, la capacidad

fecundante (VIA) de los espermatozoides también disminuyo.
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Relacion entre motilidad y viabilidad
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Grafica 2. Muestra la relacién positiva entre la motilidad y viabilidad fecundante de los espermatozoides en
cada periodo.

Ademas se corre una prueba de medias con Tukey (P<0.05) donde las dos
motilidades (MM y MP) existen diferencias entre los periodos; aunque no hay
evidencias suficientes para afirmar lo mismo en la Viabilidad al comparar las

medias de los periodos.

Cuadro 2.Prueba de medias para las variables evaluadas en el semen

Periodo Motilidad Motilidad Viabilidad
Masal progresiva espermadatica
1 69.24a 61.872 60.71a
2 19.54b 14.00b 27.84a

a b diferencias de p<0.05 entre periodos

5.2 Desarrollo Celular en testiculo

En los cortes histologicos los resultados mostraron la presencia de espermatidas

elongadas en tubulos seminiferos (1-8) durante el invierno; en una proporcion
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de O a 1 entre el numero de tubulos totales y el numero de tubulos con
espermatidas elongadas. Ademas, se calculo el area de estos tubulos en conjunto
siendo ésta de 69436.09 um? (area total: 72112.11 pm?2). Con los cortes
histologicos del testiculo (136 en total) se buscé en el microscopio (40X)
diferenciar los cambios en las células debido al desarrollo celular a través de las
épocas de muestreo e identificar el cambio células como a continuacion se

ejemplifica en la imagen.

Figura 5: Ejemplo de las formaciones celulares dentro del proceso de espermatogénesis que pueden observarse dentro de los
cortes histolégicos del estudio.

El desarrollo celular de las gonadas no fue igual durante los periodos de muestro
ya que hubo diferencias (P < 0.05) en la presencia de las espermatidas elongadas
en los tubulos seminiferos lo cual denota un cambio en el desarrollo celular en
durante las épocas del muestreo. En la figura 6 se muestra un corte hecho
durante el desarrollo celular en el invierno donde hubo mas formaciones
celulares, producto de la espermatogénesis. En la figura 7 muestra un tubulo

seminifero a finales de la primavera que mostro escasas formaciones celulares.
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Figura 6: Ttibulos en periodo reproductivo (diciembre). La imagen es el drea total de muestreo (72112.11um?2).
El drea de los en total fue calculada (48025.05 um?2). En los dos hay espermatidas elongadas (EE, forma de

arroz obscuro) en el circulo.
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Figura 7. Tubulos en periodo no reproductivo (junio). Misma drea de muestreo. No hay presencia de EE. El
tamano de los tubulos es mds pequerno, por lo tanto aumenta el numero de ellos en el drea muestreada. El

area total calculada es 43075.38 um2. En le circulo ejemplo de espermatogonias.

La proporcion es la relacion entre el nimero de total de tubulos observados en
una muestra y el namero de tubulos que tenian presencia de EE, es decir, si
tenemos 3 tubulos y en 2 habia EE entonces la proporcion fue: 0.66. El area
dentro de esta grafica es la proporcion entre el area de los tubulos con respecto
al area total muestreada. De esta manera se grafica para ver el comportamiento
de las variables para someterlas a un analisis estadistico. El tiempo del muestreo
se agrupa en dos periodos para visualizar una mejor respuesta estadistica

(invierno y primavera).

Acorde a los analisis estadisticos se encontro diferencias (P < 0.05) entre las

épocas evaluadas, explicados por la proporcion y el area de los tabulos
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seminiferos. Hay una correlacion (P < 0.05), entre el tamano de los tubulos con
la presencia de EE; Es decir, a mayor tamano de tubulos =presencia de EE, y a

menor tamano =ausencia de EE grafica 3.

Presencia de EE y tamafio drea de los tubulos
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Grafica 3. Relacion entre la proporcién de tubulos y presencia de EE, con el drea de los tubulos

La prueba de medias mostré que entre los periodos (invierno y primavera) hay
diferencias (P < 0.05) respecto a la proporcion de tubulos con EE; es decir, que
de septiembre a febrero hay claro proceso de espermatogénesis ya que estan
presentes las espermatidas elongadas y que a partir de marzo la multiplicacion
celular en el testiculo entra en proceso de reposo. La prueba de medias no refleja
cambios en el area que ocupan los tubulos seminiferos respecto al area de
muestreo, pero si podemos asegurar que los tubulos observados en un area

dada, aumentaran cuando el proceso de la espermatogénesis disminuya.
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Dentro de los cortes histologicos se hizo el conteo de las células de Sertoli (SC)
presentes en los tubulos seminiferos (64 cortes) haciendo uso del microscopio
con el objetivo 100X. Dentro de este campo de vision solo se puede observar un
solo tubulo o parte de él; teniendo un promedio 3.4 SC en época reproductiva
(invierno) y 3.8 SC en época no reproductiva (primavera) con rangos de conteo

entre O y 8 células por tubulo.

Figura 8. En los circulos se muestran las células de Sertoli en periodo no reproductivo (100x)

56



VI. DISCUSION

La estacionalidad reproductiva esta presente en muchos de los mamiferos
alrededor del mundo y el venado cola blanca esta dentro de ese gran grupo. En
esta investigacion en base a la evaluacion seminal notamos que el cola-blanca
tiene épocas de apareamiento marcadas en los meses de noviembre a inicios de
febrero lo que coincide con lo reportado por Arenas et al. (2011). Estos mismos
autores mencionan que la produccion de semen esta bien definida de octubre a
enero, coincidiendo con varios autores (Robinson et al, 1965; Lambiase et al,
1972; Mirarchi et al, 1977; Scanlon et al, 1983; Jacobson et al, 1989; Asher
et al, 2000; Umapathy et al, 2007) en que la produccion de espermas del
venado cola blanca es estacional y no durante todo el afio. Arenas et al. (2011)
menciona haber encontrado un liquido ambar junto con el semen que provocaba
la muerte de los espermatozoides a mediados de febrero; este suceso coincidio
durante el desarrollo de esta investigacion en uno de las muestras. Este fue un
unico evento por lo que no se pudo identificar el origen de este liquido, pero que

nos hace suponer que es producto de una o varias de las glandulas accesorias.

Uno de los cuestionamientos fue si habia coincidencia en el desarrollo celular
del testiculo con la calidad del semen. Acorde a los resultados de la
caracterizacion de las estructuras celulares presentes en los tibulos seminiferos
durante el ciclo anual de reproduccién, podemos decir que los comportamientos
son similares, es decir, cuando el semen presento una calidad buena (Arenas et
al.,, 2011) habia presencia de espermatidas elongadas, producto de una alta
actividad de la espermatogénesis. Ademas en los meses de mayo y junio cuando
no se obtuvo muestras seminales a pesar de una buena estimulacién, los cortes
histologicos mostraron poco desarrollo celular, estando presentes solo un

numero reducido de espermatogonias.

Blottner et al. (1996) mencionan que la masa de testiculos de ciervos adultos
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alcanz6 un maximo durante el apareamiento desde mediados de julio hasta
mediados de agosto (temporadas invertidas respecto a esta investigacion). El
tamano gonadal correspondia a un numero de espermatozoides alto en la fase
de diferenciacion. En el periodo de apareamiento, los espermatozoides
epididimales fueron de la mas alta competencia morfologica y funcional. Lo cual

coincide en el presente trabajo sobre la viabilidad alta durante el apareamiento.

Asimismo encontramos que hay cambios notorios sobre el tamano de los tubulos
seminiferos acordes al desarrollo celular, resultado de la espermatogénesis. Al
respecto Blottner et al. (1996) mencionan que la proliferacion y la apoptosis
celular en el testiculo, revelaron un patréon opuesto durante el ciclo anual; la
apoptosis mas intensa ocurrié durante el tiempo de la involucion del testiculo.
Este evento lo asocian a la produccion de testosterona que mostréo un patron
bifasico; debido a que se redujo rapidamente desde el valor mas alto en el pico
de la reproduccion a concentraciones muy bajas a partir de entonces. Esto
mismo coincide con lo reportado por Bubenik y Schams (1986), demostrando
que los niveles altos de testosterona se presentan durante el apareamiento y los

mas bajos cuando el testiculo tiene su menor tamano en el ciclo anual.

Las afirmaciones anteriores también se muestran en otras especies de mamiferos
por ejemplo en el vison americano (Mustela vison) en el trabajo de Blottner et al.
(1999) donde mencionan que la masa de testiculo es significativamente mas alta
durante el periodo de apareamiento, coincidiendo a su vez con un mayor numero
de espermatozoides por gramo de masa testicular y el pico de la concentracion

de testosterona en comparacion con los periodos no reproductivos.

Klonisch et al., (2006) mencionan que los ciclos circanuales de crecimiento
testicular e involucion implican cambios significativos en la estructura y funcion

tanto del compartimento testicular tubular como intersticial.

En esta investigacion no hubo diferencias en el nimero de células de Sertoli
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presentes en el ciclo anual. Al respecto Klonisch et al., (2006) mencionan que las
células germinales y las células de Sertoli de los tibulos seminiferos y las células
intersticiales de Leydig presentan alteraciones morfologicas y fisiologicas
significativas durante los cambios estacionales. En contraste, el grupo de células
germinales, las células de Sertoli y Leydig persisten como una poblacion de

células numeéricamente constante en el testiculo de ciervo.
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VII. CONCLUSIONES

Durante los muestreos de semen se observd que la calidad es variable a través
del ciclo reproductivo del venado. Ademas, los meses de noviembre, diciembre y
enero; son aquellos que presenta las mas altas evaluaciones de calidad y que
corresponden al periodo de apareamiento de la especie. Los meses de marzo a

julio la calidad baja hasta el punto de no obtener semen.

El desarrollo celular en los testiculos del venado cola blanca es variable (anexos)
y relacionado con la produccion de semen; ya que el desarrollo celular completo
de la espermatogénesis estuvo en los meses de noviembre-enero. En el mes de
junio solo se observaron las espermetogonias, detectando una fase de dormancia

o letargo en el proceso de la espermatogénesis.

Existe un numero constante de Células de Sertoli en el ciclo anual en contraste
con las células germinales donde se lleva a cabo la espermatogénesis. Este
trabajo enfatiza la intrincada relacion entre la diferenciacion celular estacional,
las redes de factores de crecimiento intratesticulares y su impacto en la dinamica

funcional durante los cambios estacionales en el testiculo del venado.
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IX.

o oM ¥
1) Limpieza de animales para extraccion
de semen y gonadectomia

ANEXOS

2) Exposicién del pene para colectar el
semen.

3) Medicamentos aplicados después de la
gonadectomia

4) Retiro del eididimo, tejido conectivo,
etc. Para procesar los testiculos

s

Cortando los testiculos en secciones
mas pequenas para procesarlos

5)

6) Tejidos del testiculo incluidos en
parafina previo al corte en microtomo
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7) Caracterizando los tabulos en el
microscopio y el softwere

8) Tubulos en el mes de septiembre

9) Tubulos en el mes de diciembre

10) Tabulos en el mes de febrero

11) Tubulos en el mes de abril

12) Tabulos en el mes de junio
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