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RESUMEN

= presente estudio pretende explicar la posible participacion de las glandulas sexuales
sccesorias de la rata macho, en particular las bulbouretrales y coagulantes sobre los
marametros del semen y tapon seminal.

El color, viscosidad y pH fueron los parametros macroscopicos del semen; la
movilidad espermatica, concentracion espermatica, viabilidad espermatica y morfologia
sspermatica, los microscopicos. Para el tapon seminal la consistencia, peso, volumen y
wzmano fueron los parametros macroscopicos y la composicion fue el parametro
=ucroscopico. El analisis del eyaculado se realizd, una vez que se adecud la técnica para
»oener las muestras del eyaculado y evaluar cada uno de los parametros. La
=standarizacion de la técnica permitid determinar los valores “basales” de los parametros
suc se obtuvieron de 45 ratas macho, sexualmente expertas e intactas a las que se les
sermiti6 eyacular una vez a diferentes intervalos de tiempo, cada 2, 10 y 15 dias, también
s consideraron los eyaculados de ratas de las que se desconocia su historial de cépulas.

De este modo, con la técnica implementada y los valores “basales” de todos los
marametros del eyaculado, se extirparon bilateralmente, las glandulas sexuales accesorias:
sulbouretrales y/o cogulantes para determinar posibles cambios en los parametros
macroscopicos y/o microscopicos del semen y tapon seminal, en ratas con experiencia
sexual. Se consideraron 40 ratas distribuidas en cuatro grupos: 10 machos con cirugia
=mulada, dicho grupo se consider6 como el control (Grupo Ctl); 10 machos con
sxtirpacion de bulbouretrales (Grupo Bux); 10 machos con extirpacion de coagulantes
Grupo Cox) y 10 machos con  extirpacion de ambas glandulas (Grupo Bux-Cox). Todos
‘0s animales fueron sometidos a una prueba copulatoria antes de la cirugia y cuatro pruebas
= los 15, 30 y 45 dias después de la cirugia. Para cada prueba copulatoria se utilizé una
nembra ovariectomizada con estro inducido, de la que se obtuvo el eyaculado expelido por
»s machos de los diferentes grupos. Se encontré que el color y la viscosidad del semen de
‘0s machos Bux, Cox y Bux-Cox se modificaron. Antes de la cirugia todas las muestras de
semen fueron blancas; después de la cirugia hubo muestras incoloras. La viscosidad, es
decir la consistencia del semen disminuy6 significativamente. La concentracion de

espermatozoides in iifero mostré diferencias significativas en los machos Cox y Bux-Cox



smcontrando un decremento significativo en las muestras de antes versus después de la
cruzia. Los tapones seminales de los machos Bux, Cox y Bux-Cox presentaron cambios en
& consistencia. Antes de la cirugia los tapones seminales endurecidos contenian cabezas,

“zcelos v escasos espermatozoides. Tales espermatozoides rodeados de un medio tan rigido
w presentaban movimiento. Después de la extirpacion de las glandulas bulbouretrales y/o
coezulantes los tapones “no endurecidos” (pared externa endurecida con interior poco
sozzulado) contenian millones de espermatozoides que movian muy lentamente sus flagelo
w= poder desplazarse. Los machos con tapones “no endurecidos” fueron los mismos que
sresentaron disminuida la concentracion espermatica en los cuernos uterinos. De esta
manera nuestros resultados sugieren que la glandula coagulante es indispensable para la
“ormacion del tapon seminal y la glandula bulbouretral si contribuye pero en menor
sroporcion. Asi, las glandulas bulbouretrales y coagulantes son necesarias para que el tapon
“wrmado en la vagina, inmediatamente después de la eyaculacion, adquiera la consistencia
==guerida para inducir el transporte transcervical de los espermatozoides.

_zbe mencionar que la técnica implementada es una buena herramienta para evaluar todos

= parametros del semen en la rata.

il
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1. INTRODUCCION
1.1. Conducta copulatoria de la rata macho

=n los mamiferos machos, la conducta copulatoria presenta diversos componentes motores
que son especificos en cada especie (Dewsbury 1972). El estudio de la conducta sexual de la
=zta macho, es probablemente uno de los mas completos en relacién a lo caracterizado para
sras especies de mamiferos. La conducta sexual se ha subdividido en precopulatoria,
copulatoria y postcopulatoria. Las tres conductas ocurren en una secuencia estereotipada y han
sido ampliamente descritas (Larsson 1956, Hlifiak 1986).

En la conducta precopulatoria el macho se aproxima a la hembra, le olfatea la region
mogenital y emite vocalizaciones ultrasonicas (Beach 1967). Durante la conducta copulatoria
=t macho despliega sobre la grupa de la hembra movimientos pélvicos que se han
caracterizado como patrones de monta, de intromision y de eyaculacion. Después ocurre la
conducta postcopulatoria durante la cual ocurre el transporte de los espermatozoides que
“ueron depositados en la vagina durante la eyaculacion, dicho transporte se ha descrito que se
dcbe a la formacién del tapon seminal que se adhiere fuertemente a las paredes vaginales

Matthews y Adler 1977).
1.1.1. Patrones motores de monta, intromisién y eyaculacion

Wonta: Patron motor que permite al macho y a la hembra establecer contacto corporal. El
macho se monta sobre la grupa de la hembra realizando movimientos pélvicos hacia adelante y
ziras mientras le palpa los flancos con sus extremidades delanteras (Figura 1A). la hembra
Zespliega la lordosis que se caracteriza por el arqueamiento del dorso, elevacion de la cabeza y
en posterior; asi como, la desviacion de la cola (Pfaff y Modianos 1985). Después. el macho

sc desmonta y posteriormente se acicala el pene o realiza otra actividad (Larsson 1956).

Intromision: Patrén motor que ocurre cuando el macho monta e introduce el pene en la
vagina, su caracteristica mds notable la constituye la desmonta, que se identifica por un

movimiento de penetracion profundo, seguido por una retirada brusca hacia atras (Larsson



“36) (Figura 1B). Las intromisiones son contactos genitales breves de 200-400 milisegundos.
“espués de la intromision, el macho se acicala el 4rea genital (Pollak y Sachs 1976).

Durante el intervalo entre las intromisiones, de 30-90 segundos, el macho puede
seslizar otras actividades para mantenerse cerca de la hembra y puede concluir con
wacalizaciones ultrasOnicas u olfateo de la region anogenital hacia la hembra (Geyer y cols.

“78. Brown 1979, Nyby 1983). Después de la primera monta y/o intromision inicia un

sumero adicional de montas e intromisiones que suceden regularmente.

Eyaculacion: Después de un niimero de intromisiones (tipicamente de 8-12), el macho
sicanza el umbral de eyaculacion. El patrén de eyaculacion se identifica por un movimiento
»<vico mas profundo y sostenido que el de una intromision (Figura 1C). Se observa un
movimiento lateral de las extremidades anteriores y una elevacion de la porcion superior del
swerpo (Larsson 1956). Durante la eyaculacién ocurren contracciones de la musculatura
ssguelética, particularmente del drea pélvica, extremidades anteriores y posteriores, asi como
% la musculatura estriada del periné, que incluye a los miusculos isquiocavernoso,
meboesponjoso, esfinter externo del ano (Peterson y Stener 1970) y del musculo creméster
“ucioy cols. 2001, Zempoalteca y cols. 2002).

En la evaluacion de los patrones motores se registran los parametros copulatorios que
@ciuyen: nimero de montas (numero de veces que se presenta este patron motor en una serie
=vaculatoria), nimero de intromisiones (niimero de veces que se presenta esté patron motor en
wma serie eyaculatoria), latencia de monta (intervalo de tiempo que transcurre desde que se
siroduce a la hembra con el macho hasta que se presenta la primera monta), latencia de
siromision (intervalo de tiempo que transcurre desde la introduccion de la hembra con el
macho hasta que se presenta el primer patrén de intromision) y latencia de eyaculacion
miervalo de tiempo entre el primer patrén de intromision y el patron de eyaculacion) (Larsson
36). También se calcula el potencial eréctil mediante la siguiente formula: nimero de

miromisiones sobre el nimero de montas més el numero de intromisiones. El rango de los

zlores obtenidos es de 0 a 1 (Sachs y Meisel 1988, Lucio y cols. 1994).



1.1.2. Tap6n seminal

~ me ez ocurrida la eyaculacion, parte del semen se endurece y forma un tapon seminal que se
‘winere fuertemente a las paredes de la vagina donde permanece hasta que el mismo u otro
a0 lo remueven con las subsecuentes, 3 a 3, intromisiones. Si la hembra no tiene mas
ndad copulatoria, el tapén permanece de una a dos horas después de la eyaculacion
~WeChntock y cols. 1982). La presion que ejerce el tapon seminal favorece el transporte de los
‘ “spermatozoides hacia el sitio de fertilizacion que ocurre en aproximadamente 5-6 minutos
Wamhews y Adler 1977, 1978, Blandau 1945).

El intervalo posteyaculatorio, que dura de 5-10 minutos, evita que el macho remueva
& ropio tapon seminal. No obstante, si otro macho remueve el tapén seminal, disminuye el
“mmsporte espermatico del primer macho promoviendo asi la competencia espermatica (Pound
+ zze 2004, Lucio y Gutiérrez-Ospina 2006).



e monta

de intromision
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Figura 1. Esquema que muestra la conducta copulatoria de la rata macho. A)
“cercamiento del macho hacia la hembra, palpacion de los flancos y movimientos pélvicos
soore la region posterior de la hembra. B) Movimientos pélvicos del macho, insercion
sencana, desmonta brusca y autoacicalamiento genital. C) Movimiento pélvico sostenido con
=mpuje final, elevacion de los miembros anteriores y desmonta lenta (tomada de Lucio 1992).
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1.2. Funciones sexuales masculinas

“urante la conducta copulatoria se requiere que el macho presente la ereccion peneana durante

“= miromisiones y la eyaculacion seminal.
H 1.2.1. Ereccion peneana

S define como la rigidez o tumescencia del pene (Benson 1988). Ha sido considerada como el
w=sultado de un proceso hemodinamico, dado que la entrada masiva de sangre al pene juega un
serel principal en este mecanismo fisioldgico. En estudios en la rata, los musculos perineales
squiocavernoso y bulboesponjoso) tienen un papel fundamental en la copula ya que afecta
ws reflejos penenanos. El musculo isquiocavernoso participa en la ejecucion de las flexiones
Jemeanas y su remocion afecta las intromisiones, debido a que el cuerpo peneano no se
~ =ura” o suficiente para alcanzar la proximidad necesaria al orificio vaginal. El musculo

muiboesponjoso participa en las erecciones intensas y su remocion altera el depdsito normal

2=l semen expelido durante la eyaculacion (Sachs 1982).

1.2.2. Eyaculacion seminal

-z eyaculacion es la expulsion del semen y espermatozoides por el meato urinario y se divide
= emision seminal y eyaculacion propiamente dicha. La emisién seminal es el transporte y
confluencia en la uretra prostatica tanto de los espermatozoides provenientes de la cauda del
spididimo asi como de las secreciones provenientes de la prostata, vesiculas seminales,
siandulas coagulantes, ampulas y bulbouretrales (Benson 1988). Por lo tanto, la emision
somprende tres fracciones que en rdpida sucesion llegan a la uretra prostatica. La primera
“raccion es relativamente pequefia, compuesta de un liquido viscoso claro que procede de las
zlandulas bulbouretrales, su funcién podria ser la de limpiar y lubricar la uretra (Goodman
1974). La segunda fraccion consiste de espermatozoides, escasas secreciones del epididimo,
2 conductos deferentes que se han depositado temporalmente en las ampulas y de secreciones
orostaticas. La fraccion final consiste de una secrecién mucoide que procede de las vesiculas

seminales y que proporciona la mayor cantidad de volumen al eyaculado (Guyton 1987). En la



w= esta fraccion se acompaifia de material coagulante que forma un tapén seminal, cuyo
merel en la fertilizacion es fundamental (McClintock y Adler 1978).

Durante le eyaculacion propiamente dicha, el semen es expulsado por el meato urinario
sor la contraccion del musculo bulbocavernoso; los centros espinales para la expulsion se

sezlizan en los segmentos toracicos, lumbares y sacros de la médula espinal (Ganong 1992).

1.3. Glandulas sexuales accesorias de diferentes especies

= los mamiferos machos ningln otro drgano tiene tanta diversidad anatémica y bioquimica
womo las glandulas sexuales accesorias. Se llaman sexuales accesorias porque se encuentran
wociados anatémica y funcionalmente al aparato reproductor y solo participan durante el
mroceso de eyaculacion (Setchell y cols. 1994). La forma, el tipo y el numero de éstas varia
Zependiendo del mamifero que se trate (Figura 2). Por ejemplo, las vesiculas seminales son
arzas en el hombre, conejo europeo y hamster, pero estdn ausentes en el perro, gato, 0s0 y
sallenas. Las razones evolutivas y fisioldgicas de esta variacion se deben a la diversidad de
smbientes y estrategias reproductivas de los mamiferos (Luke y Coffey 1994). Por ejemplo, en
#zunas especies el tamafio y la funcion de los tejidos sexuales accesorios, son regulados

=imicamente para que coincidan con periodos de estro (Luke y Coffey 1994).

Se tiene poco conocimiento de papel de las secreciones que componen al semen, con
=xcepeion de aquellas relacionadas con la coagulacion del mismo como en los roedores (Luke
Coffey 1994). Con respecto a la fertilizacién, se ha observado que en mamiferos, los
=spermatozoides removidos de la cauda del epididimo son capaces de fertilizar al 6vulo (Luke
+ Coffey 1994), aunque las secreciones pueden optimizar las condiciones para la fertilizacion
mcrementando la movilidad y la sobrevivencia espermatica, ademas de promover el transporte
sspermatico en la vagina y el utero. Se menciona que altas concentraciones de aztcares y
‘pidos en el semen pueden proveer nutrientes o sustratos benéficos para los espermatozoides
sor lo que puede extenderse su viabilidad y disminuir la muerte prematura en la vagina (Luke
» Coffey 1994).
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Figura 2. Esquema que muestra la vista dorsal de las glandulas sexuales accesorias en
wamas especies. V, vejiga urinaria; A, ampulas; VS, vesiculas seminales; P, prostata; B,
£ umdulas bulbouretrales (tomada de Setchell 1991).

Prostata: Se localiza anterior a la vejiga urinaria e inferior a las vesiculas seminales. En
= perro, la prostata es la Gnica glandula sexual accesoria presente y a través de muchos
“emductos vierte su secrecion a la uretra prostatica (Setchell y cols. 1994). Es una glandula
mtilobulada. Para su crecimiento, mantenimiento y funcion secretora depende de la continua

sresencia de testosterona, que es una pro-hormona que tiene que ser convertida dentro de la



wsata a dihidrotestoterona. Produce secreciones que protegen a la uretra y al sistema
woroductor de patdgenos que pudieran invadir por via uretral al organismo. El fluido
seessatico contiene sustancias biologicas como prostaglandinas e iones como el zinc, calcio,
masnesio. Ademds, es la fuente principal de acido citrico y fosfatos del semen, aunque su
wwmeenido proteinico es bajo (Luke y Coffey 1994). En el hombre, se ha correlacionado la baja
emcentracion de zine en el plasma seminal con un decremento en la movilidad espermatica
Wemar v cols. 1975, Caldamone y cols. 1980 citados en Nikolaos y cols 1993).
Anatomicamente hay tres tipos de prostata: Tipo I, diseminada o difusa (pars
Wseminata prostatae). Este tipo de prostata esta presente en la zarigiieya, carnero y cabra.
T oo 11 discreta (corpus prostatae), es un cuerpo compacto parauretral y su estructura
wmsomica general asemeja a una esponja embebida en liquido; esta presente en caballo. Tipo

! == la combinacion de los tipos [ y 11, presente en el hombre, perro, rata, toro y cerdo.

Vesiculas seminales: Son estructuras pareadas con forma de bolsa. Se localizan
messeriores a la vejiga urinaria. Presentan un intrincado sistema de pliegues de forma irregular
 smeriormente se consideraban como reservorios de semen, de ahi su nombre (Setchell y
s 1994). Son largas y prominentes en el hombre y ausentes en el perro y el gato. En la
seemecion vesicular, predomina el sodio, potasio, citrato y han sido consideradas como las
wamculas accesorias responsables de la sintesis de fructosa (Setchell y cols. 1994). Ademas, su
“eemecion contiene una alta concentracion de acido citrico que nutre a los espermatozoides y
wmemen energia para su movilidad después de haber sido eyaculados (Goodman 1974).
~ameen producen secreciones alcalinas como iones (Glezerman y Bartoov 1986 citado en
Slaizos v cols. 1993) que actian sobre la movilidad espermatica (Nikolaos y cols. 1993). Se
e seservado en el ratén que la secrecion de la vesicula seminal reduce el movimiento de los
spermatozoides (Peitz 1988 citado en Setchell y cols. 1994). Histologicamente presentan un
e o pseudoestratificado cilindrico, contiene células cilindricas altas no ciliadas y células

lumcas bajas que estan apoyadas sobre una ldmina basal (Ross y cols. 2005).

Coagulantes: Son estructuras pareadas adosadas a la pared dorsal de las vesiculas

semmzles v drenan a la uretra de manera independiente (Jesik y cols. 1982). Tienen forma de




=%os sacos. En los roedores han sido consideradas parte de la prostata por lo que también

scen como prostata anterior (Setchell y cols. 1994).

“mpulas: Son estructuras pareadas y se localizan en la porcion final de los conductos
semnes (Setchell y cols. 1994). Tienen forma de huso y estan desarrolladas en el caballo.
SorTego. ciervo rojo, elefanfe y camello (Aughey 1969, Eckstein y Zuckerman 1956,
v v cols. 1972, Short y cols. 1967 citados en Setchell y cols. 1994). Existen pocos

w= sobre la composicion de su secrecion por la dificultad de obtenerla pura, sin la
macion de los fluidos del conducto deferente (sodio, potasio, calcio, magnesio, cloro,

= bicarbonato; inositol, carnitina, glicerolfosfocolina, fosfocolina y proteinas) (Brooks
Serchell 1970 citados en Setchell y cols. 1994). Se ha determinado en las ampulas del
e zlta concentracion de sodio, calcio y magnesio (Cragle y cols. 1972 citado en Setchell
« 1 #34). Los estudios histologicos realizados en las ampulas de camello se distinguen dos
ceiulares: un epitelio central de pequefias células columnares alargadas y otro epitelio
2o por células globulares u ovales, lo que ha llevado a mencionar que el camello

sz Zos tipos de dampulas (Ali y cols. 1978 citado en Setchell y cols. 1994).

Swlbouretrales: También llamadas glandula de Cowper’s. Son estructuras pareadas y

- wewzan entre los musculos bulboesponjoso e isquiocavernoso y drenan en la uretra por un

=0 (Setchell y cols. 1994, Hebel y Stromberg 1986). En algunas especies, como el
tienen forma redonda y son dependientes de testosterona. Estdn presentes en la

=z de los mamiferos terrestres pero ausentes en ballenas, hurones, osos y perros
Sus=m v Zuckerman 1956 citado en Setchell y cols. 1994). Usualmente esta presente un
mar. pero en los marsupiales hay tres pares (Rodger y Hughes 1973, Setchell 1975). En el
secretan mucoproteinas que neutralizan y revisten la pared uretral antes de que ocurra
wvacuiacion (Goodman 1974). En el jabali, son largas y la principal secrecion es la
ssmucina que es la responsable de la reaccion de gelatinizacion del semen (McKenzie y
%35, Boursnell y Butler 1973, Scholler y cols. 1975, Schulze 1982, Boursnell y cols.
cados en Setchell y cols. 1994). Histologicamente, presentan un epitelio simple

2. cuya altura varfa mucho de acuerdo con estado funcional de la glandula (Ross y

205).




L & amcol=s sexuales accesorias en la rata macho

" mesees. commo la rata macho, tienen todas las glandulas sexuales accesorias descritas:

. sesculas seminales, glandulas coagulantes, ampulas y glandulas bulbouretrales

Vesicula seminal

- Glandula coagulante

Ampula _

Figura 3. Fotografia que muestra los organos reproductivoes de la rata macho
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1 £.1. Prostata

\wealiza en la base de la vejiga urinaria rodeando la porcion proximal de la uretra

1979 citado en Luke y Coffey 1994). Es similar a la prostata humana y esta

=n 16bulos anatémicamente diferentes. Hay controversia sobre la identificacion de
Wbulos: sin embargo, se reconoce la presencia de una prostata ventral. que es bilobulada
s sisuada medialmente sobre la uretra, la prostata dorsolateral, que comprende dos lobulos
gue se contintian con dos l6bulos laterales.

Cada l6bulo prostético contribuye con diferentes compenentes a la secrecién prostatica
= 1a uretra mediante ductos multiples (Setchell v cols. 1994). En los fluidos prostaticos
scado citrico (Setchell y cols. 1994), inositol (Melampy y Mason 1957 citado en Setchell y
1994), espermina, espermidina (Harrison 1931, 1933, Pegg y cols. 1970, Rosenthal y
1936 citados en Setchell y cols. 1994), proteinas (Brooks 1990, Setchell 1970) y zinc,
la prostata dorsolateral la de mayor concentracion de zinc, mas especificamente, la
mas lateral, mientras que en la prostata ventral las concentraciones de este ion son
s (Gunn y cols. 1955 citado en Brandes 1974). Histologicamente. presenia un epitelio

sestratificado y células cuboidales formando acinis (Hebel y Stromberg 1986).
1.4.2. Vesiculas seminales

estructuras pareadas. Se localizan posteriores a la vejiga vriraria. Tienen formiz de saco
11 y cols. 1994). La secrecion de las vesiculas seminales contiene proteinas (SVS 1 —
VII) que sirve de sustrato para la enzima secretada por las glandulas coagulantes para
el tapon seminal (Curry y Atherton 1990). Ademas, sceretan glucosa, fructosa, acido
wo. glicerofosfocolina, &cido ascorbico, fosfatos (Brooks 1990. Setchell 1970).
sgicamente, el tejido consiste de una capa de células columnares que contiens granulos
s (Hebel y Strombreg 1986).




3 Coagulantes

=s pareadas, cada una estd adosada a la pared dorsal de las vesiculas seminales
1982). Presentan forma céncava y su secrecion contiene la enzima vesiculasa
k= coagulacién del semen para formar el tapon seminal una vez ocurrida la
s (Walter 1910 citado en Camus y Gley 1998). Las glandulas coagulantes son las
= de la secrecion de fructosa (Bouquet 1971, Humphrey y Mann 1948, 1949,
¥ cols. 1949 citados en Setchell y cols. 1994), altas concentraciones de factores
a0 (Smith y cols. 1989 citado en Setchell y cols. 1994), asi como glucosa, acido
=t 1971 citado en Setchell y cols. 1994) y proteinas (Brooks 1990 v Setchell
Sisaologicamente, consisten de 5 a 6 tubulos cuya superficie parece ondulada. Sus
merstores se abren en el ostium eyaculador donde también drenan los coliculos

L2 pared interna de la glandula forma pliegues profundos v septos fos cuales

== 2! lumen en numerosos criptas (Hebel v Stromberg 1985).

142 Ampulas

chamientos de la porcion final de los conductos deferentes. Su secrceidn estd
stz de acido citrico (Brooks 1990, Setchell 1970). Hisiologicamente, la glandula esta
uiz por acinis de células epiteliales rodeadas por una delgada capa de células de
S0 y estan sostenidas por una membrana de tejido conectivo (Hummel y cols. 1966).
L2 composicion de las secreciones de las glandulas sexuales accesorias varia
zmdo de la especie (Cuadro 1) y quizas se deba a la estrategia reproductiva utilizada.
embargo. la sintesis de secreciones de cada glandula es continua y en la mayoria de las
mes depende del grado de actividad sexual (Agmo 1976). Por lo que cada glandula junto
e secrecion juegan un papel importante en la fertilizacion, ya que se ha demostrado que
acion de una o varias glandulas sexuales accesorias afecta la fertilidad, en jabalies

» Chow 1988), ratas (Queen y cols. 1981), ratones (Pang y cols. 1979) v hamsters
= v Chow 1988).

12




© £ 5 Bulbouretrales

pareadas, se localizan entre los musculos isquiocavernoso y bulboesponjoso,
a la uretra por un conducto (Setchell y cols. 1994, Hebel y Stromberg 1986).
Swma redonda, miden 11-15 milimetros de largo y 5 milimetros de didmetro
te v su peso es de 60 a 70 miligramos (Hebel y Stromberg, 1986). Secretan
' wspartico. glutdmico y sidlico (Hart y Greenstein 1968). Ademas, su secrecion se ha
con la coagulacion del semen (Hart 1970) debido a la presencia de una proteina
ente diferente del sustrato de la vesiculasa (Hart y Greenstein 1968). Se ha
gue las interacciones ionicas entre la secrecion de la glandula y el sustrato son el
por el cual se coagula la secrecion de las vesiculas seminales (Hart 1968).
te presentan tibulos alveolares y una delgada capa de células piramidales con

secretores (Hebel y Stromberg 1986).
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2. ANTECEDENTES

& ==z <l semen esta compuesto de espermatozoides provenientes de la cauda del

~ "% 3 de secreciones de las glandulas sexuales accesorias (99 %) (Setchell y cols.

e Seserminar las  caracteristicas del semen se han propuesto pardmetros
Wmess v microscopicos utilizando diferentes métodos de obtencién de semen.
w am realizado estudios relacionados con las glandulas sexuales accesorias para

cular cual es su participacion en los procesos reproductivos.
B Msodos de obtencion del semen

Puede obtenerse directa o indirectamente. En la primera el semen es obtenido del

@emplo. mediante la estimulacion mecénica (frotamiento) de la region cloacal en
~wanth 1978), estimulacion eléctrica (electroeyaculacion) en chivos y cerdos
© @ois 2003) y estimulacion mecanica (masturbacion) en perros y hombres (Frank
W En la forma indirecta el semen es obtenido de la hembra recién eyaculada,
wm allado” vaginal después del coito, en la mujer (Organizacion Mundial de la
= ZW01) o mediante la succién del contenido uterino en la rata (Blandau y Odor

=+ Dewsbury 1986, Carballada y Esponda 1997, Pound y Gage 2004).
&I “=alisis seminal (espermatobioscopia)

“mwoscopia es el estudio de laboratorio que consiste en la evaluacion macroscopica
wopwca del semen. La primera indica la contribucién secretora de las glandulas
scssonias y la segunda refleja la funcién espermatogénica y esteroidogénica
~2 OMS propone los parametros para evaluar el semen, los cuales ha dividido en

5 ¥ microscopicos. Los parametros macroscopicos son: color, tonalidad que
= semen. Volumen (mm), cantidad de semen eyaculado. Viscosidad (mm),
- que presenta el semen y pH, acidez o alcalinidad del semen. Los parametros
“ipncos son: movilidad, porcentaje de espermatozoides cuya movilidad es progresiva

seogresiva lenta, in situ o espermatozoides inmoviles. Concentracion (10°/ml),

16




e =smermatozoides en el semen. Viabilidad, porcentaje de espermatozoides vivos al

2= ser evaculados y morfologia, porcentaje de espermatozoides normales

s wzlores obtenidos a partir de una espermatobioscopia son indicadores de la
spermatogénica y esteroidogénica. En la literatura solo se han descrito los valores
e seminales de especies de importancia econdmica (Cuadro 2). Para la rata se ha
» movilidad espermética de muestras obtenidas de la cauda del epididimo
mediante un programa computarizado (IVOS) el 76% (Syntin y Robaire 2001) y
v v cols. 2001) corresponde a espermatozoides con movilidad progresiva répida.
% =z evaluado la concentracion espermatica de muestras obtenidas del Gtero después
‘= cuyo resultado fue de 20x10° (Austin y Dewsbury 1986). En otros estudios ésta
o varia hasta 79x10° en condiciones monandricas en copulas que duran hasta 4
s v Gage 2004). Ademas, para la morfologia espermatica se han determinado las
ssies de los espermatozoides, aquellos que presentan defectos de cabeza, pieza
S peeza principal, gota citoplasmica y cabeza separada; sin embargo no se ha dado el

sammespondiente (Goyal y cols. 2001).
23 Estudios in vitro para determinar la coagulacion del semen

semmentos in vitro se ha estudiado la participacion de las secreciones de distintas
“== accesorias de rata, raton y hamster. Observan que cuando mezclaron las secreciones
wesculas seminales mas bulbouretrales o vesiculas seminales més coagulantes producia
sseeiado débil, mientras que si se mezclaban las secreciones de las tres glandulas se
un coagulo fuerte, independientemente de la especie utilizada (Hart y Greestein
Despues se identifico que el agente responsable de iniciar la coagulacion del semen
=mz de la glandula coagulante (Camus y Gley 1998) y se determiné que se trataba de una
wme 2 la que se le denomind vesiculasa (Walter 1910 citado en Hart y Greenstein 1968).
©n otros experimentos, también in vitro, se mezclo la secrecion de la préstata con la de
i souretrales y de las coagulantes encontrando que el semen se endurecia y se sugirioé que

awostzia era la responsable de la formacion del tapon seminal (Martinez-Reyes y cols.

17
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24 ©swdios quirurgicos para determinar alteraciones en la fertilidad

« guirirgicos se encontré que la remocion de la glandula coagulante en la rata
w=uia el peso del tapon seminal, aunque los machos eran capaces de prefiar a las
+ = nuamero de crias era similar al de los machos control (Lucio y cols. 2003).
= =xas. se observd que la remocion de la prostata ventral no afectaba la fertilidad,
semocion de la prostata dorsolateral que provocé infertilidad (Queen y cols. 1981).
som parcial de las vesiculas seminales modifico la formacion del tapon seminal,
% somcentracion espermatica y la fertilidad (Carballada y Esponda 1992). Estos

eam 2l margen el andlisis del semen y tapon seminal.

& = wudios conductuales para evaluar los patrones copulatorios

= que el nervio pélvico y el hipogéstrico convergen en el ganglio pélvico mayor y
==z la inervacion de las glandulas sexuales accesorias. Se encontré que la seccion
" = ico alteraba los patrones copulatorios e impedia la ejecucion de la intromision,
e deficiencias en la ereccion peneana por lo que los machos no eyaculaban. Con
L« machos se recuperaron, mostrando los tres patrones copulatorios de monta,
+ evaculacion. Esta se constaté determinando la presencia del tapon seminal en la
‘e« hembras eyaculadas, utilizando otros machos para extraer el tapon seminal
seevizmente (Lucio y cols. 1994). Sin embargo, no se evaluaron las caracteristicas
22 los machos neuroectomizados.

s swseo 2 la frecuencia eyaculatoria en la rata, se ha evaluado el efecto de siete
- sucesivas en un solo encuentro copulatorio sobre el nimero de espermatozoides
e wilizando hembras distintas por serie eyaculatoria. Se observo que el numero
wooedes. peso y tamafio del tapon seminal se mantuvieron en las primeras cuatro
A partir de la quinta eyaculacion los valores de los pardmetros disminuyeron

mente (Austin y Dewsbury 1986).




3. JUSTIFICACION

~wiaio de los machos de mamiferos estd constituido principalmente por las secreciones
sumdulas sexuales accesorias, de hecho el 99% del eyaculado corresponde a tales
< v el 1% restante a los espermatozoides. Han sido distintos pero pocos los estudios
wue se ha determinado la participacion de las glandulas sexuales accesorias en Las
wocas del eyaculado, particularmente se han centrado en el tapon seminal utilizando
= vitro. En los estudios en los que se lesiona o extirpa alguna de las glandulas
=s= mas que las caracteristicas del eyaculado analizan la fertilidad de los machos y en
« gue analizan el eyaculado sélo se evalua la concentracion espermatica del semen de
meactos. Asi, sigue desconociéndose la importancia de las glandulas accesorias en las
wwcas del semen y tapon seminal. Dado que el acercamiento mas proximo para
Iz importancia de las glandulas accesorias ha sido mezclar las secreciones de las

-

=s. vesiculas seminales y prostata evaluando el efecto sobre la coagulacion del
s Jecidio extirpar a las bulbouretrales y coagulantes para conocer su contribucion en

s macroscOpicos y microscopicos no solo del semen sino también del tapon

4. HIPOTESIS

Sulas bulbouretrales y coagulantes contribuyen en la coagulacion del tapon y por ello,

- modificara algunos de los pardmetros del semen y del tapon per se.

5. OBJETIVO

war 2l efecto de la extirpacion de las glandulas bulbouretrales y coagulantes sobre los

s macroscopicos y microscopicos del semen y del tapon seminal.

20




#ar= cumplir con el objetivo fue necesario conocer como se realiza la evaluacion de los
macroscopicos y microscopicos del semen de diferentes especies para después
= procedimientos en el semen de rata; ademas, fue necesario conocer el tiempo

= realizar la espermatobioscopia (ver los anexos A-F).

6. METODOLOGIA

- ratas adultas de la cepa Wistar de 300 g y 3 meses de edad, mantenidas en
“omes de bioterio con el ciclo invertido de luz-oscuridad, 12 horas luz-12 horas
%= luz se encendia a las 8:00 hrs). Hembras: ovariectomizadas con estro inducido
wstamiento hormonal, 10 pg estradiol y 2 mg progesterona. Se utilizaron machos

Bl SXpertos.

wempmdatorias
oo tres pruebas copulatorias antes y tres pruebas después de la cirugia, con 15 dias
enire ellas. Al finalizar cada prueba pre y postquirtirgica se obtuvo el semen y el

wma! (ver mas adelante) para la evaluacion de los pardmetros macro y microscopicos.

die semen

% “malizar cada prueba copulatoria, la hembra recién eyaculada fue anestesiada con
s sodico (26 mg/kg de peso, via intraperitoneal). Después se realizo una insicion
‘2 pared abdominal para extraer los cuernos uterinos. Una vez sin tejido graso y
= contenido de los cuernos uterinos se vacié en un tubo eppendorf. La muestra asi
s mantuvo en un termo-bafio (Felisa® FE-371) a 37+1 °C. Después de haber

s parametros macroscopicos del semen, se obtuvo el tapén seminal.

s’ rapon seminal
= s le fracturd la sinfisis pubica y se hizo una insicién en la pared dorsal de la
% Zesprender el tapon seminal ahi alojado. Este fue depositado y mantenido en tubos

surz evitar su deshidratacion.
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soweral de las glandulas bulbouretrales y coagulantes

S smesiesiados con  pentobarbital sodico (26 mg/kg de peso, via
& e =achos que se les extirparon las glandulas bulbouretrales se les rasurd
+ s le aplico benzal para desinfectar la region. Se realizé una incision en la
“swslizar los musculos isquiocavernoso y bulboesponjoso de cada lado y
+ &wsecar las glandulas bulbouretrales, teniendo cuidado de no danar al
Después de la remocion bilateral de las bulbouretrales se suturd la piel. A
‘e extirparon las glandulas coagulantes se le rasuro la region abdominal y
sers desinfectar la region. Se realizo una incision en la pared abdominal,
soire la linea media para exponer las visceras. Se localizaron y disecaron
sosewiantes, las cuales se extrajeron cortando el tejido conectivo 'y
s cwidado para no dafiar las vesiculas seminales a las que se encuentran
e sared dorsal. Finalmente, la pared abdominal fue suturada. Después de la

s coloco en una jaula con una cama de aserrin y una lampara de calor hasta

i)

swsos anteriores pero sin extirpar ninguna glandula sexual accesoria.
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Protocolo experimental

MACHOS SEXUALMENTE EXPERTOS
(n=40)

3 pruebas copulatorias (I serie eyaculatoria) analisis del eyaculado
(ada prueba copulatoria se realizo con 15 dias de intervalo entre ellas

| CIRUGIA (extirpacion bilateral) |

N

Bulbouretrales Coagulantes
(Bux, n=10) (Cox, n=10)

Bulbouretrales y
Coagulantes
(BuxCox, n =10)

3 pruebas copulatorias (/ serie eyaculatoria) andlisis del eyaculado
- Cada prueba copulatoria se realizo con 15 dias de intervalo entre ellas




als1s estadistico

memidos de los animales sometidos a diferentes frecuencias eyaculatorias y los
= zzar fueron analizados utilizando el programa GraphPad Instat, Version 3.05
are Inc). Para las graficas correspondientes se utilizo el programa Sigma Plot,
(5758 Inc). Para los pardmetros cuantitativos macroscopicos: viscosidad, pH y
movilidad. concentracion, viabilidad y morfologia espermatica en el semen;
TEcroscopicos: peso, volumen y tamafio del tapon seminal, su utilizo la prueba
<om 2l valor de significancia de p<0.05, con base en la naturaleza de los datos
=miientes, datos no paramétricos, datos sin distribucion normal ni homogeneidad
+ seguida de una prueba post hoc de Dunnet Para los parametros cualitativos
color del semen y consistencia del tapon seminal se analizaron mediante una
wencia v la prueba de X por tratarse de datos discretos (Zar 1999). En todos los
simulada, Ctl; sin bulbouretrales, Bux; sin coagulantes, Cox o sin

= = coagulantes, Bux-Cox) se compar6 la prueba de antes de cirugia contra las

SaCITuCia.




7. RESULTADOS

1 Parametros macroscopicos y microscopicos de semen y de tapon seminal.

e cirugia simulada (Ctl). La cirugia simulada no afecté los parametros
weos v microscopicos del semen entre los eyaculados de antes contra los de después
wmulada a los 15, 30 y 45 dias (Cuadro 3). Los valores de los parametros
woos v microscopicos del tapon seminal tampoco mostraron diferencias

< Cuadro 4) al realizar las mismas comparaciones antes versus después de cirugia

B30 v 45 dias).

wes sin gldndulas bulbouretrales (Bux). Para este grupo, en el cuadro 5 se
de los parametros macroscopicos y microscopicos del semen de los machos a
‘== extirparon bilateralmente las glandulas bulbouretrales. Los resultados mostraron
wseosadad del semen fue el unico parametro que se modificd significativamente
Sespués de la cirugia. Cambi6 de 3.0 milimetros antes de cirugia a 1 milimetro a los

‘ awsmetros a los 30 dias y 2 milimetros a los 45 dias después de la cirugia (Figura 4-

cwanto a los pardmetros macroscopicos y microscopicos del tapén seminal, la

—

Ze las glandulas bulbouretrales no provocd cambios significativos (Cuadro 6).

“wos sin gldndulas coagulantes (Cox). En el cuadro 7 se muestran los valores de los
macroscopicos y microscopicos del semen de los machos a los que se les
lzs glandulas coagulantes. El resultado fue que la viscosidad disminuyo
wamente después de la cirugia, asi como la concentracion espermatica. La viscosidad
crugia fue de 3.0 milimetros y después de la cirugia fue de 1 milimetro
swamente (p<0.051) a los 15 dias postcirugia. Dicha disminucion se mantuvo a los 30
Z milimetros para cada intervalo de dia (Figura 4-B). La concentracién espermatica
» significativamente (p<0.032) antes de cirugia de 20x10° a 12x10° a los 15 dias

$e cirugia. esta disminucion de la concentracion espermatica se mantuvo a los 30

w435 (5.5x10%) dias postcirugia (Figura 5-A).
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cuznto a los parametros macroscopicos y microscopicos del tapon seminal, la

Je las glandulas coagulantes no provocé cambios significativos en cllos (Cuadro

sin glandulas coagulantes ni bulbouretrales (Bux-Cox). En los machos a los
extirparon las glandulas bulbouretrales y las coagulantes. Se observo que los
geametros como en el grupo anterior se modificaron (Cuadro 9). La viscosidad
senificativamente después de la cirugia, asi como la concentracion espermatica. La
wmses de cirugia fue de 3.0 milimetros y después de la cirugia fue de 1 milimetro
= los 15 dias postcirugia. Dicha disminucién se mantuvo a los 30 y 45 dias, 2
para cada intervalo (Figura 4-C). La concentracion espermatica disminuyo
e (p<0.025) antes de cirugia de 20x10° a 12.5x10° a los 15 dias después de
&sminucion de la concentracion espermatica se mantuvo a los 30 (5.7x10%) y 45

postcirugia (Figura 5-B).
te. los parametros macroscopicos y microscopicos del tapén seminal, la

4= las glandulas coagulantes no provoco cambios significativos en ellos (Cuadro
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VISCOSIDAD DL SEMEN
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Figura 4. Graficas que muoestran la viscosidad del semen antes versus después de

A- machos sin glandulas bulbouretrales (Bux). #: machos sin glandulas coagulantes

= machos sin glandulas buibouretrales ui glanculas coagulantes (Bux-Cox). Friedman,
hoc Dunnet. * = p<0.05.
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CONCENTRACION ESPERMATICA
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5. Graficas que muestran ia concentrazion espermatica del semen antes versus
arugia. A: machos sin ghindulas coagulantes (Cox). B: machos sin glindulas
ni glandulas coaguiznies (Bux-Cox). !ricdman, prueba pos hoc Dunnet. * =
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7.2. Parametros cualitativos macroscopicos y microscopicos de semen y de tapon

@Eminal.

== el cuadro 11 se muestra el niimero expresado en porcentaje de las muestras de semen que
“seron de color blanco. En el cuadro 12 el nimero expresado en porcentaje de los tapones

mnales endurecidos para cada grupo experimental,

Machos con cirugia simulada (Ctl). A los machos a los que se les realizd cirugia
ulada no mostraron cambios en el porcentaje de muestras de semen de color blanco, ya que
s 10 muestras obtenidas las 10 fueron de color blanco, antes versus después de cirugia. En
‘o al porcentaje de tapones seminales endurecidos, tampoco mostraron cambios

ficativos después de cirugia a los 15, 30 y 45 dias.

Machos sin glandulas bulbouretrales (Bux). En los machos a los que se les extirparon
zralmente las glandulas bulbouretrales, el porcentaje de muestras de semen de color
-0 disminuy9 significativamente después de la cirugia a los 15 y 45 dias, X*=22.401,
“ 2001 (Figura 6-A). El porcentaje de tapones seminales endurecidos disminuy6

ficativamente después de cirugia a los 15, 30 y 45 dias, X2=22.I43, p=0.0001 (Figura 7-

Machos sin glandulas coagulantes (Cox). En los machos a los que se les extirparon
ralmente las glandulas coagulantes, el porcentaje de muestras de semen de color blanco
“uyo significativamente después de cirugia a los 15, 30 y 45 dias, X*=31.039, p=0.0001
w2 06-B). Ademds, el porcentaje de tapones seminales endurecidos disminuyd

Scativamente después de cirugia a los 15, 30 y 45 dias, X*=99.625, p=0.001 (Figura 7-B).

Machos sin glandulas coagulantes ni bulbouretrales (Bux-Cox). En los machos a los
5= les extirparon bilateralmente las glandulas bulbouretrales y coagulantes, el porcentaje
tras de semen de color blanco disminuyé significativamente después de cirugia a los

¥ 45 dias, X*=44.016, p=0.0001 (Figura 6-C) y el porcentaje de tapones seminales
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también disminuyd significativamente después de cirugia a los 15, 30 y 45 dias,
221, p=0.0001 (Figura 7-C).
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COLOR DEL SEMEN
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¥igura 6. Graficas que muestran el porcentaje de muestras de color blanco antes versus
%= 12 cirugia. A: machos sin glandulas bulbouretrales. Hubo diferencias significativas
&0 p=0.0001) a los 15 y 45 dias postcirugia. B: machos sin glandulas coagulantes.
ias significativas (X*=31.039, p=0.0001) a los 15, 30 y 45 dias postcirugia. C:
= glandv'  bulbouretrales y coagulantes. Hubo diferencias significativas
5. p=0.000 los 15,30 y 45 dias postcirugia.




CONSISTENCIA DEL TAPON SEMINAL
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Figura 7. Graficas que muestran el porcentaje de tapones seminales endurecidos antes
después de cirugia. A: machos sin glanduIas bulbouretrales. Hubo diferencias
as (X?=22.143, p=0.0001) a los 15, 30 y 45 dias postcirugia. B: machos sin
coagulantes. Hubo diferencias significativas (X*=99.625, p=0.001) a los 15, 30 y 45
rugia. C: machos sin glandulas bulbouretrales y coagulantes Hubo dlferenmas

vas (X?=147.09, p=0.0001) a los 15, 30 y 45 dias postcirugfa.
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La composicién de un tapon seminal normal (endurecido, figura 8) esta formado, no
por secreciones de las gié.ndulas sexuales accesorias sino ademas de una mayor cantidad
~ezas, menor de flagelos y escasos espermatozoides. Sin embargo, cuando se analizo la
12 de tapones seminales endurecidos o no endurecidos, lo que se pudo observar fue que
un porcentaje significativo de tapones seminales no endurecidos. Dicho efecto se
» en aquellos animales a los que se les extirparon ambas glandulas (bulbouretrales y
es). Al analizara su composicién realizando un frotis de la parte media de dichos
lo que se observo fue que el tapén seminal no endurecido en su parte interna estaba

:do por millones de espermatozoides moéviles aglutinados, lo que dificultd su

on (Figura 9).
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8. Microfotografia del frotis de la parte media de un tapon seminal endurecido.
- cabezas, A; flagelos, B y espermatozoides, C.

9. Microfotografia de un frotis de la parte media de un tapén seminal no
Se observan miles de espermatozoides dificiles de cuantificar.
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8. DISCUSION

& rata no se ha evaluado ninguno de los parametros macroscopicos (volumen, color,

wdad y pH) del semen y de los microscépicos, en estudios distintos, se han determinado

mewilidad, la concentracion y la morfologia espermaticas, faltando la viabilidad. Cabe

onar que tales parametros microscopicos han sido evaluados luego de distintas
pulaciones a los machos.

En el presente estudio evaluamos los parametros macroscopicos y microscopicos de

= 2do de animales con experiencia sexual e intactos; es decir, sin haberles realizado

sz manipulacion. El eyaculado constituido por el semen y tapgn seminal se obtuvo de las

sras recién eyaculadas. De hecho, la Gnica manera de obtener el tapon seminal es de la
=z porque es ahi donde se forma una vez ocurrida la eyaculacion.

Nuestro primer acercamiento, una vez adecuada la técnica para evaluar el mayor
> de parametros macroscopicos y microscopicos del eyaculado, fue determinar los
“basales” de cada parametro en animales con experiencia sexual sin considerar peso,
= tiempo transcurrido entre la prueba copulatoria que les realizamos y su ultima
s zcion. Al finalizar la prueba obtuvimos las muestras de semen y tapon y las analizamos.

=< intentamos determinar el tiempo recomendable para realizar el analisis del eyaculado,

= evaluamos el eyaculado cada 2, 106 15 dias y no encontramos cambios significativos

EIVI

vzlores de los pardmetros macroscopicos ni microscépicos del semen, tampoco los del
w=—mnal, entre ellos, ni comparados con los primeros machos que evaluamos. Esto se

szblemente a que solo se obtuvo una eyaculacion para cada intervalo de tiempo corto

§ © & 2s) v largo (cada 10 6 15 dias).
S= cuanto a los parametros macroscopicos iniciamos con el volumen del semen

222 no se evalud porque se ha descrito que durante el estro de la hembra, nica fase
=co en el que permite la copula, presenta fluidos en los cuernos uterinos (Blandau
2= observaciones que hemos realizado en nuestro laboratorio constatan la presencia de
wdos, pero mds aun, nos percatamos que el volumen de este fluido es muy variable
‘e= hembras en estro inducido, por lo que es dificil discernir entre el volumen
=0 v el volumen seminal. Las hembras con estro natural también presentan

en la cantidad de fluido intrauterino pero ademas dificulta la observacién de los




“metros microscépicos por la presencia de células comificadas, otros tipos celulares

de la hembra.

Respecto al color del semen expelido encontramos que las muestras obtenidas siempre
» &= semen blanco en los animales intactos. Por tal motivo, la manera de evaluar el color
— do el nimero de muestras con semen blanco, expresindolas en porcentaje. Para la
#22d que determinamos midiendo el largo del filamento de semen no hubo problemas
medirlo utilizando el vernier, aunque, por ejemplo, para el semen de otras especies se
% @ viscometro. Y en cuanto al pH fue confiable utilizar las tiras de papel indicador de
e rango era de 0-14. Cabe mencionar que casi al finalizar el estudio encontramos que
=0 tipo de papel indicador para sustancias viscosas cuyo rango va de 5.5-9.5 de pH. En
wmes estudios convendra utilizar este papel indicador.

£n cuanto a los parametros microscopicos del semen encontramos que la movilidad
#tca, se ha evaluado sélo en muestras de epididimo, no en semen. De manera que
= resultados no pueden compararse porque los de nosotros son de semen contenido en
=terinos. Sin embargo, consideramos pertinente mencionar lo que otros han evaluado
movilidad de los espermatozoides en rata. Asi por ejemplo, utilizando un sistema de
= computarizado, Integrated Visual Optical System (IVOS), que permite la
Wicacion de espermatozoides con diferentes tipos de movimiento (progresivo rapido,
=w0 lento o in situ), encontraron que el 42% de los espermatozoides de la cauda de
=o presentan movilidad progresiva rapida a una velocidad de 20um/seg (Syntin y
=201). Con otro sistema de evaluacién, el Computer-Assisted Sperm Analysis

= ha cuantificado, en la rata Brown Norway, que el porcentaje de espermatozoides

= =crementa de la cabeza a la cauda (16 y 76%, respectivamente; Syntin y Robaire

#Zemas, observaron que los espermatozoides de la cabeza del epididimo presentaron

os en circulos y los de la cauda movimientos lineales (Syntin y Robaire 2001). En

wima Sprague-Dawley utilizando el sistema computarizado (TVOS) se encontré que el

b 8= los espermatozoides obtenidos de epididimo tienen movilidad progresiva rapida

wools. 2001).

== el presente estudio el 45% de los espermatozoides eyaculados presentaron

© progresiva rapida. Nosotros no utilizamos sistemas computarizados sino un

2= células (Conductronic M220). En otras palabras, practicamente no hay diferencias
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‘s espermatozoides que ya estan en la cauda del epididimo, listos para ser eyaculados y

atozoides que se eyaculan. El uso del contador de células también permite evaluar

= tipos de movimiento, de modo que pudimos determinar también el porcentaje de
wozoides con movimiento lento, in situ y aquellos que no se movian. Para determinar
= de movilidad, antes mencionados, consideramos los definidos segiun el Manual de
womo de la OMS, 2000, que se ha utilizado para evaluar el semen humano (Aitken y
~#84. Zinaman y cols. 2000) y de conejo (Garcia y cols. 2002). Con esto sugerimos que
= t=cnica nos permite evaluar los tipos de movilidad espermatica mismos que han sido
Zos mediante métodos computarizados. También calculamos un indice de movilidad,
2o 2l numero de espermatozoides con movilidad progresiva‘répida mas el numero de
arozoides con movilidad progresiva lenta y el valor se dividié entre 100. Este es un
= no se habia considerado para rata. Encontramos que el valor en los animales intactos
ndia a 8. Dado que se trata de un indice podemos decir que el semen de nuestras ratas
== teoria” buena capacidad fértil.

£n cuanto a la concentracién de espermatozoides en muestras obtenidas por
vzculacion se ha encontrando 63 x10° (Scott y Dziuk 1959) y 55-60 x10° (Mauss y
1570): por eyaculacion esponténea de 2-6 x10° (Agmo 1976); por puncién del epididimo
! 10" (Robb y cols. 1978) y 152-230 x10" (Lamano-Carvalho y Kempinas 1987) y de
pemizado de epididimo de 110-180 J:CIOG (Goyal y cols. 2001). Con métodos indirectos,
= == las hembras recién eyaculadas, también se ha determinado 83 x10° (Farris 1946) y
© ' Blandau y Odor 1949) después de la actividad copulatoria. En otro estudio donde se
o= copulas repetidas con distintas hembras se determiné 20 x10° espermatozoides en
~Austin y Dewsbury 1986). Ademas, después de copulas en condiciéon monandrica
=ron 79 x10° y en condicidn poliandrica 118x10° (Pound y Gage 2004).

“osotros determinamos el nimero de espermatozoides del semen expelido en una serie
wora, el valor obtenido fue de 13-18 x10°, similar al encontrado por Austin y
=+ (1986) quienes obtuvieron 20 x10° en el semen obtenido también de hembras recién
‘wizs Dicha concentracion no disminuy6 significativamente en el semen de las cinco
== series eyaculatorias sucesivas utilizando hembras distintas. La concentracién
s casi a cero en la sexta y séptima eyaculacion. Esto sugiere que no sélo los métodos

=cion directa (electroeyaculacion, masturbacion o mediante vaginas artificiales) del
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s confiables para la evaluacion de los parametros espermaticos, sino que también el
weenido de una hembra recién eyaculada es un método confiable para evaluarlos.

“= cuanto a la morfologia espermatica se han evaluado, con un microscopio de
de fases y un sistema computarizado (CASA), muestras de espermatozoides
“s e la cauda del epididimo en la rata Brown Norway. La caracteristica evaluada fue
memciz de gota citoplasmatica, el resultado fue que el 20% de los espermatozoides
seon gota citoplasmica (Syntin y Robaire 2001). En otro estudio donde evaluaron el
= = administracion de dietilestilbestrol (anabélico que promueve el crecimiento de la
“muscular), sobre la morfologia espermatica obtenida de epididimo consideraron otras
msticas como el porcentaje de defectos en cabeza, pieza m'edia, pieza principal, gota
muca proximal y distal y cabeza separada. El resultado que obtuvieron fue que el 6%
=spermatozoides presentaron anormalidades de la pieza media (Goyal y cols. 2001).
w=suiiados tampoco pueden compararse con los de nosotros porque la morfologia
wcz la evaluaron en espermatozoides de epididimo, cuando aln estdn en proceso de
=% ¥ nosotros evaluamos la morfologia de espermatozoides eyaculados. No obstante,
=mos que el porcentaje de espermatozoides normales (cabeza en forma de hoz unida al
» fagelo aproximadamente 16 veces mas largo que la cabeza) siempre fue cercana al
amo se menciond, una caracteristica de la eyaculacién de la rata es la presencia del
mal al finalizar el patrén copulatorio. Es importante mencionar que cada vez que el

s=splego el patron motor de eyaculacién se encontrd tapon seminal; es decir, en todas
== copulatorias realizadas se obtuvo el 100% de tapones seminales. Esto contrasta
&%, donde los tapones fueron obtenidos quirirgicamente de las hembras (Austin y
» 1986) y con el 82% de tapones obtenidos al ser removidos por otros machos (Lucio
“¥52). El dato que llama la atencién es el de Austin y Dewsbury porque la inspeccion
=z en la hembra. ;Por qué no habrén encontrado mas tapones seminales? Acaso los
“esplegaban solo el patrén copulatério sin poder expeler semen? En el otro estudio en
smcuentras  alrededor del 80% de los tapones y no el 100% como nosotros puede
# ue cllos utilizaron a otro macho para obtener el tapon, quizas ahi dependié maés de
“ac del macho. Esto significa que conviene obtener el tapén por métodos quirtirgicos

s=lizando a otro macho. Por lo tanto, la presencia del tapén seminal en la vagina
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=2 verificar si el macho eyacul6 ademas del patrén copulatorio de eyaculacién también

s=men 0 no, ya en nuestra experiencia a cada eyaculacion le corresponde un tapon

4 2pon seminal se le ha evaluado el peso, encontrandose el valor de 100 mg (Austin y
v 1986), 140 y 100 mg (Lucio y cols. 1994, 2001; respectivamente). También se ha
wio el tamario, reportandose valores de: largo 12 mm y ancho 6 mm (Austin y
» 1986). En la presente tesis se incluyd la consistencia y el volumen como parametros
wipecos; asi como, la composicion del mismo como un parametro microscopico. Los
su= obtuvimos en cuanto al peso y al tamafio del tapén seminal fueron 126 mg y 12.8
. respectivamente; estos valores son semejantes con los ya mencionados. Cabe
wue llamo nuestra atencion no encontrar solo espermatozoides, pero mas nos
mos al encontrar cabezas sueltas, flagelos sueltos; lo interesante fue que el nimero
=ra mayor al de flagelos ;dénde quedaron los flagelos?, ;jacaso su estructura es mas
= de la cabeza? Si esto es asi ;Por qué en escasas ocasiones encontramos
soudes completos? ;Cuando el flagelo permanece unido a la cabeza se protege de
27 ;Por qué los espermatozoides son tan escasos en un frotis de tapén seminal?
maiamente, estos resultados de la composicion del tapon tampoco son comparables
»iro estudio ya que cuando se ha evaluado este parametro el tapon es disuelto con
=2 (Agmo 1976; Agmo y cols. 1978; Austin y Dewsbury 1986). De esta manera,
an son sélo cabezas, encontrando 2x10° “espermatozoides™ en los tapones
=spontaneamente y que pesan 27.9 mg (Agamo 1976). Es preciso mencionar que el
W expresan como numero de espermatozoides y no de cabezas que es lo que
emcuentran (Agmo 2007 comunicacién personal). Consideramos que estos valores
aden a los encontrados en un tapén obtenido de una cépula normal ya que se ha
para la formacién de un tapén seminal se requieren de las secreciones de las
se=mmnales y glandulas coagulantes, asi como los fluidos uterinos de la rata (Joshi y
Sradshaw y Wolfe 1977, Williams-Ashman 1984, Fawell y Higgins 1987).
s tzpones de eyaculaciones espontaneas seguramente tienen mayor cantidad de
wondes” porque los animales fueron probados durante dos semanas en la que no

»dad copulatoria. Dicho de otro modo, los espermatozoides listos para eyacular
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~sios en la cauda epididimaria “deben salir” y la manera de hacerlo es mediante las
“aciones espontaneas.

I'na vez que conociamos los valores “basales” de los parametros macroscopicos y
woicos del semen y del tapén seminal, pudimos determinar si habia cambios en
de ellos al extirpar dos de las glandulas sexuales accesorias: bulbouretrales y
~+=s. Encontramos que la viscosidad del semen disminuy6 en los machos sin
setrales (p<0.021), sin coagulantes (p<0.05) y sin ninguna de las dos (p<0.015). La
2ci6n espermatica disminuyé en los machos sin coagulantes (p<0.032) y sin ninguna
Zos (p<0.02). Respecto a la consistencia del tapén seminal cambié de tapones
~dos a tapones endurecidos externamente pero ligeramente coagulados en su interior.
taje de estos “tapones no endurecidos” fue 30 para los machos sin bulbouretrales, 60
s machos sin coagulantes y 80 para los machos sin ambas glandulas (p<0.001). En los
- s=minales de los machos con las manipulaciones quiriirgicas que presentaron tapones
—.-teristicas normales se encontraron como en los intactos, mas cabezas que flagelos y
sspermatozoides. Sin embargo, en los “tapones no endurecidos” si habia cabezas y
no pudo determinarse dado que encontramos millones de espermatozoides atn
semiose en un medio muy viscoso. ;Podria decirse si esto es realmente un tapon seminal?
=mente no, porque aunque servirfa para obstaculizar el paso del semen de otros
_mo estaria cumpliendo la funcién de impulsar a los espermatozoides de la vagina,
“seron depositados, hacia los cuernos uterinos. En otras palabras, esos “tapones no
scdos” no estarian facilitando el transporte transcervical espermatico. Tan es asi que los
wwzoides quedaron en el “tapén” justo en la vagina, disminuyendo considerablemente
wemcia en los cuernos uterinos y por lo tanto, disminuyendo también las probabilidades

fertilizar a las hembras, claro, en el caso de que éstas hubieran sido intactas,

I 2 falta de endurecimiento del interior del tapén seminal probablemente se relaciona
sesencia de la vesiculasa, enzima secretada por las coagulantes (Hart 1968) y a la falta
20 proveido por las secreciones de las bulbouretrales. Consideramos que es asi porque
wi=mos los experimentos in vitro, el coagulado fuerte solo se lograba con al mezclar la
~wm=s de seminales, bulbouretrales y coagulantes (Hart y Greenstein 1968). Creemos que
= =xterior pudo endurecerse porque también se ha propuesto que las secreciones

wicas pudieran participar en la formacién del tapén seminal (Martinez-Reyes 2004),
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<. por supuesto de las secreciones vaginales (Joshi y cols. 1972). Podriamos especular
‘= =ndurecimiento del semen para formar el tapén iniciaria del exterior hacia el interior, es
s smmero se endureceria el semen que est4 en contacto con las paredes vaginales, dandole
i caracteristica, asi mismo los fluidos vaginales contribuirian con la consistencia. Al
* “empo estaria ocurriendo el endurecimiento de la porcién distal a la proximal de la
51 esto es asi, los espermatozoides depositados en la vagina serian impulsados hacia

mos uterinos dada la presion que poco a poco va gjerciendo el endurecimiento del

For otro lado, la disminucién en la viscosidad del semen puede estar asociada con la
=2 2 las mucoproteinas secretadas por las glandulas bulbouretrales (Goodman 1972),

modo, el semen es menos viscoso.

Aunque nosotros no evaluamos fertilidad es muy probable que estos animales con

= no endurecidos” no fueran fértiles. Esto explicaria por qué otros grupos de

“z=cion que han hecho extirpaciones de las glandulas sexuales accesorias hayan
"0 un gran porcentaje de hembras no prefiadas o incluso cero por ciento de preiiez
» cols. 1981, Carballada y Esponda 1992, 1993).

“mzlmente, en lo que concierne al parametro cualitativo del semen, es decir, el color
==mos en los machos con las manipulaciones quirurgicas que cuando la muestra del
" mo era blanca, sino incolora, podia deberse a la falta de semen y/o espermatozoides
swemos uterinos de las hembras con las que copularon. Y esto deberse a la ausencia de
“= seminal durante la eyaculacion. En estudios diversos se ha observado que los
pucden presentar el patrén conductual de eyaculacion pero no expeler semen (Meisel
1994). Esta explicacién no es tan plausible, al menos en nuestro caso porque

en una ocasién de mas de un centenar de pruebas encontramos fluido incoloro en

mos de la hembra recién eyaculada. Consideramos entonces que cuando las muestras

@ eran incoloras era efectivamente la ausencia de semen y/o de espermatozoides ya

sezt2bamos la presencia del tapén seminal en la vagina.
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9. CONCLUSIONES

wamdulas bulbouretrales y coagulantes participan en la formacion del tapén seminal

‘> en la vagina, siendo mayor la participacion de la coagulante.

ziandulas  bulbouretrales y coagulantes contribuyen con las caracteristicas

mecas del semen, el color y la viscosidad.

las coagulantes al disminuir el endurecimiento del tapén seminal decrementa una

eristicas microscopicas del semen, la concentracion espermatica.
comsistencia del tapon seminal depende de las secreciones de las glandulas

es y coagulantes ya que su ausencia evita el total endurecimiento del mismo y con

1oro en su funcidn. De esta manera podria disminuir la fertilidad del macho.
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11. ANEXOS

Anexo A

APRENDIZAIJE DE LA TECNICA DE ANALISIS DE SEMEN

'z falta de experiencia para evaluar los parametros del semen se visitaron algunos

~~ri0s donde se evalua de forma rutinaria.

Semen de hombre: La muestra se obtuvo mediante masturbacion de individuos
‘mente activos y con un periodo de abstinencia de 4 a 6 dias. Los parametros evaluados
volumen, color, viscosidad, pH, movilidad, concentracidn, viabilidad y morfologia
itica. La evaluacion fue en el laboratorio de Analisis Clinicos “San Martin de Porres”.
5. Tlax. (QFB. Angeles Atemco). En otro laboratorio, las muestras fueron obtenidas
masturbacion de individuos con las mismas condiciones anteriores. Los parametros
ios fueron los mismos que en el laboratorio anterior. La evaluaciéon de dichos
=ros se realizd con base en el Manual de Laboratorio para el Analisis del Semen
o editado por la OMS, 2000. La evaluacion fue en ele laboratorio de Andrologia.
o Nacional de Perinatologia. México, DF. (QFB. Maria de los Angeles Diaz).

Semen de borrego: La muestra se¢ obtuvo de pajillas de semen congelado. Los
s evaluados fueron: movilidad y concentracion espermatica. La evaluacion fue en el
rio de Reproduccién Asistida de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad

a. México, DF. (Dra. Carmen Maldonado).

Semen de conejo: La muestra se obtuvo de pajillas de semen congelado. Los
s evaluados fueron: volumen, color, movilidad, concentracion, viabilidad vy
logia espermatica. Cabe mencionar que para la movilidad espermatica se nos explico
s= deberian considerar dos tipos de movimiento espermatico: masal, cuando todos los
atozoides se mueven en una sola direccion o estrellado, cuando todos los

ozoides presentan movimientos en diferentes direcciones. La evaluacion se realizé en




de cunicultura de la Universidad Auténoma de Chapingo. Estado de México (MVZ.
Mendoza). _

Las técnicas de evaluacion en las muestras de semen de las tres especies fueron de gran

para adecuar la técnica en el semen de rata.




Anexo B

ADECUACION DE LA TECNICA DE ANALISIS DE SEMEN DE OTRAS
S PARA LA RATA

‘==~ Se utilizaron ratas adultas de la cepa Wistar. Las hembras fueron ovariectomizadas
‘mente y se les indujo el estro mediante tratamiento hormonal (10 pg de benzoato de
2! (Ez) 48 horas antes de la prueba copulatoria y 2 mg de progesterona (P4) 4 horas
2= la misma. Los machos (n = 15) fueron sexualmente expertos y seleccionados al azar

=olonia de nuestro bioterio.

FPruebas copulatorias: Se realizaron durante la fase oscura del ciclo de luz-oscuridad,
wrzs luz-12 horas oscuridad (encendido de luz 20:00 hrs). Se utilizaron arenas de
10n de acrilico transparente de 60 cm de diametro x 60 cm de altura. Las pruebas

n en colocar al macho en la arena de observacion durante 5 minutos para su
10n, luego se coloco la hembra receptiva, en ese momento inicid la prueba copulatoria

=ino cuando el macho desplego el patrén motor de eyaculacion.

Obtencion de semen: Al finalizar cada prueba copulatoria, la hembra recién eyaculada
amestesiada con pentobarbital sodico (26 mg/kg de peso; via intraperitoneal; Pfizer SA,
Se realizé una incision sobre la linea media de la pared abdominal. Se disecaron los

uterinos (Figura 1), se extrajeron de la cavidad abdominal y mediante una incisién en
remos proximales se vacid el fluido contenido en ellos en un tubo eppendorf (1.5 mL) y

1vo en un termo-bafio (Felisa® FE-371) a 37+1 °C.

Obtencion del tapon seminal: -Al finalizar el analisis del semen se obtuvo el tapon
. Para ello se fracturd la sinfisis pubica para visualizar el cérvix, posteriormente se hizo
:s10n en la pared dorsal de la vagina, exponiendo asi el tapén seminal (Figura 2), éste
orendido de las paredes vaginales con una espétula y depositado en un tubo eppendorf

»do en el termo-bafio a 3741 °C.
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Ligaduras proximales

_Cuiemos uterinos,~_

Ligadura distal ——»

Figura 1. Fotografia que muestra los cuernos uterinos de una rata recién eyaculada.

2. Fotografia que muestra el tap6n seminal adherido a las paredes vaginales de una rata
recién eyaculada.
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Anexo C

EVALUACION DE LOS PARAMETROS DEL EYACULADO DE LA RATA

=tros macroscopicos del semen

Color del semen (% de muestras de
color blanco): Tonalidad que denota
indirectamente la  concentracién  de
espermatozoides en el eyaculado (blanco,

alta concentracién de espermatozoides). Se

determind mediante la observacion directa.

Determinacién del color del semen.

A) blanco, B) incoloro.

Viscosidad — del  semen  (ml):
Consistencia que presenta el semen
(filamento de semen menor de 1 mm,
disminuida; 2-4 mm, normal; mayor de 5

mm, aumentada).

“valuacion de la viscosidad del semen.

Con la pipeta de transferencia se succiond una pequefla cantidad de semen. La punta se

zn el borde del tubo eppendorf y retirando la punta de la pipeta se liberé lentamente
2 zota observando la formacion de un filamento de semen cuya longitud se midi6 con un

digital (Mitutoyo MTC700-113).
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pH del semen: Acidez-alcalinidad
del semen. Se colocaron 10 pl del semen
sobre  papel indicador de  pH.
Inmediatamente después se compar6 el
color que adquiere el papel indicador con
los colores estandares impresos de la caja

(MERKC).

Evaluacion del pH del semen.

sumetros microscopicos del semen

m =valuar los parametros microscopicos se utilizd un microscopio optico (Optiphot-2
' equipado con una video cdmara a color (TK-C1380, JVC) y una video grabadora (LG,
<7%) conectadas al equipo de computo (Compagq Presario, 1.80 GHz, 128 KB).

Movilidad espermadtica (%): Movimiento individual de los espermatozoides. Se

on 10 pl de semen sobre un portaobjetos de 25 x 75 milimetros y sobre el semen se
juco un cubreobjetos de 22 x 22 milimetros

La muestra se analizé con el microscopio 6ptico (objetivo 20x). En el campo de
gervacion se traz6 una linea imaginaria horizontal y con un contador de células
mcuctronic M220) se evalué el movimiento de 100 espermatozoides (Figura 1). Para la
piiidad espermatica se consideraron los espermatozoides cercanos a la linea imaginaria.

w=llos que la cruzaron vertical o diagonalmente en menos de 3 segundos fueron

tificados como espermatozoides con movilidad progresiva rapida; los que tardaron mas de
sezundos fueron espermatozoides con movilidad progresiva lenta. Aquellos que se movieron
Zesplazarse eran espermatozoides con movilidad in situ, también se consideraron los

permatozoides sin movimiento.
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Figura 1. Esquema que muestra la evaluacién de la
movilidad espermatica. '

Con los resultados obtenidos de la movilidad espermatica se calculéd el indice de
" sumando el nimero de espermatozoides con movilidad progresiva répida mas el
de espermatozoides con movilidad progresiva lenta y el resultado se dividio entre 100.
fue de 0-1. Esto indic6 indirectamente el nimero de espermatozoides con probable

fértil (Sachs y Meisel 1988, Lucio y cols. 1994).
Concentracion espermdtica (1 0%ml): Cantidad de espermatozoides por mililitro de
Primero se determind la densidad espermdtica para conocer la dilucion y

sormente evaluar la concentracion espermatica.

Determinacion de la densidad y dilucién espermética: Se colocaron 10 ul de semen

un portaobjetos de 25 x 75 milimetros y sobre el semen se le coloco un cubreobjetos de
+ 22 milimetros. Se observo con el objetivo 20x. Se contd el numero de espermatozoides en

zampos seleccionados al azar. El conteo para cada campo se realizé en zig-zag (Figura 2).

Después se obtuvo el promedio, el cual representa la densidad espermatica del semen.

Ze=termind la dilucién con base en el cuadro.




ler campo 2do campo 3er campo

Figura 2. Esquema que muestra la determinacién de la densidad espermatica.

L. Diluciones del semen con base en la densidad espermatica.

Densidad espermatica Dilucién (semen:diluyente)
Mayor de 200 1:400
121-200 1:300
61-120 1:200
10-60 1:100

Cabe mencionar que en todos los animales (n=15, Cuadro 2) el rango de la densidad

matica fue de 61 a 120, por lo que la dilucién fue de 1:200.

» 2. Densidad espermatica de los machos (n=15) seleccionados al azar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

89 95 101 110 60 63 90 105 99 101 120 119 68 72 108

Preparacion de la dilucion: Se utilizé una pipeta para eritrocitos se conectd en la
a de succiodn en el extremo corto. Con la manguera se succioné semen hasta la sefial

asegurandose que el capilar del interior de la pipeta tuviera una columna continua de
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+ =niendo cuidado de no tener burbujas de aire. La punta de la pipeta de dilucion se secod
sepel filtro e inmediatamente se succiono el liquido de dilucién (formaldehido al 10 %)
2 sefial “101” (el llenado debe ser exacto). La manguera se separ6 de la pipeta,
~.~ola horizontalmente. Tapando su extremo libre con el dedo indice y el otro extremo
. dedo pulgar. La pipeta se agit6 vigorosa y manualmente durante 2 - 4 minutos hasta que
~<ira se observo homogénea. Los movimientos fueron variados y alternados con rotacion
wsoeral. Una “pelotita” de plastico dentro del bulbo de la pipeta de eritrocitos facilito la
“+ De ésta manera, el semen estuvo diluido 1:200, el contenido del capilar del extremo
= la pipeta se desechd (aproximadamente 5 gotas). El semen diluido se vertio en un
sopendorf. Posteriormente, se utilizd una camara de Neubauer para evaluar la
semtraciOn espermatica.

Ia camara de Neubauer tiene dos cuadriculas, cada una consta de nueve regiones, los
== 4 esquinas se identifican con las letras A-D. Los cuadros A y B son los superiores,
<=0 e izquierdo respectivamente y los cuadros C y D son los inferiores, derecho e
o: el cuadro central se identifica con la letra E. La evaluacién del numero de

tozoides se realizd sélo en el cuadro E, el cual estd subdividido en 20 cuadros mas

=os (Figura 3).

Cuad:.jCLlla ¥ s 4‘..

il

) |

~~I D C

4

Ranura
Regiones y cuadro central (E)

Figura 3. Esquemas que muestran la cimara de Nueubauer.
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Conteo de espermatozoides: A la cdmara de Neubauer se le colocd un cubreobjetos
o cuidado de cubrir ambas cuadriculas. Se depositaron en cada ranura 10 pl del semen
0. que difundieron por capilaridad. Se dejaron transcurrir de 5-10 minutos para que los
tozoides sedimentafan. Se contaron los espermatozoides de los subcuadros de las
y del subcuadro de en medio del cuadrante E (E,, E;, E3, E4 Es) con el objetivo 20x.

El conteo consiste en considerar las cabezas de los espermatozoides que se encontraron
de los subcuadros incluyendo las que se encontraron sobre los limites (superior e
rdo) de cada subcuadro, formando una “L” invertida (Figura 4). Se sumaron los
atozoides de los cinco subcuadros y se promediaron. El conteo se realizé en ambas

iculas y el resultado se multiplico por 108,

El

i
I/J o |
4
Bh
wn
]

Y 6 7% Resultado: 12 espermatozoides
. gl
19 T 5o
i 1
1.

-
Y
1

Valoracién de la concentracion
espermatica en el cuadrante E1.

Figura 4. Esquema que muestra la determinacion de la concentracion espermatica.
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Zwaluacion de la viabilidad espermatica

. muertos (tefiidos) B) vivos (no tefiidos).

Viabilidad

Cantidad de espermatozoides vivos vy

espermdtica (%):

muertos al momento de ser eyaculados. Los
espermatozoides no tefiidos corresponden a

los vivos; los tefiidos, a los muertos.

- Sobre un cubreobjetos de 25 x 75 milimetros se preparé un frotis en proporcion

A) espermatozoides normales,

8 espermatozoides anormales.

w=ci0n de la morfologia espermatica.

volumen (semen-colorante) colocando 10 pl de semen y 10 pl del colorante. Ambas
se mezclaron con un palillo de madera hasta que la mezcla fue homogénea. Después,
* un cubreobjetos sobre la muestra para analizar la preparacién con el objetivo 100x

sobre el cubreobjetos una gota de aceite inmersién). Se contaron 100

ides al azar en diferentes campos, utilizando un contador de células.

Morfologia
Cantidad de

espermatica (%).
espermatozoides con
morfologia normal (cabeza en forma de hoz
y flagelo aproximadamente 20 veces mds
largo que la cabeza) y espermatozoides con
morfologia anormal (cabeza, flagelo, flagelo
fragmentado, flagelo enrollado, flagelo en

zig-zag, ﬂagelo doble o doble cabeza).

evaluar la morfologia espermatica se utilizd la misma preparacién donde se
p

wizbilidad espermatica. Se contaron 100 espermatozoides en diferentes campos.
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Parimetros macroscopicos del tapén seminal

Tapén seminal.

P=sado del tap6n seminal.

Consistencia del tapon seminal: Solidez del
tapon seminal (% de tapones endurecidos).

Se considera la solidez del tapon al tocarlo
con los dedos pulgar e indice, la evaluacion es

inmediata a su obtencion. Se distingui6 la categoria

endurecido.

Peso del tapon seminal (mg): Masa del

tapon seminal.

Se determind el peso del tapon en una

balanza analitica (Mettler AE50).

.- ’ . 3 ’ . o z
Volumen del tapon seminal (mm’): Masa del tapon seminal. Se determino mediante la

Medicion del tapén seminal.

Tamaiio del tapén seminal (mm): Longitud
del tapén seminal. Se consider¢ el largo del tapon,
de extremo a extremo, asi como el ancho utilizando

un vernier digital (Mitutoyo MTC706-1 13).

)




“.demas, se analizo descriptivamente la composicion del tapon seminal.

Composicion ~ del  tapén  seminal:
Determinacion del nimero de cabezas, flagelos y

espermatozoides presentes en la parte media del

Se hizo un corte del tapén seminal en forma
transversal con un bisturi, sostiéndolo con unas
pinzas de precision. El extremo recién cortado se

deslizo horizontalmente de izquierda a derecha en

:

tap6n seminal. |

|

|

“ci6n del tapdén seminal. A) ‘
waoide, B) cabeza, C) flagelo. toda la longitud de un portaobjetos de 25 x 75

milimetros.

& deslizamiento se hizo cuatro veces tratando de abarcar todo el portaobjetos tanto en
somo ancho, teniendo cuidado de no traslapar los barridos. La evaluacion del color,
oH vy movilidad espermatica se realizo en un tiempo menor a 5 minutos después de |
o del semen. La evaluacion del resto de los pardmetros espermdticos se realizo

Todos los parametros se evaluaron por duplicado para reducir errores.

‘
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Anexo D

VALORES DE REFERENCIA DE SEMEN Y DE TAPON SEMINAL DE RATA

w21iz6 el semen y el tapén seminal de los machos (n = 15) seleccionados al azar. Los
w—ctros fueron macroscopicos (viscosidad y pH) y microscopicos (movilidad,
tracion, viabilidad y morfologia espermética) de semen y macroscopicos (peso,
y tamafio) del tapon seminal (Cuadro 1). Ademas como parametros cualitativos

el color del semen y la consistencia del tapon seminal (Cuadro 2).
sicion del tapén seminal: cabezas, flagelos y espermatozoides presentes.
El nimero de cabezas presentes es mayor al de flagelos y éste mayor al de los

atozoides. De un 100% de los componentes, aproximadamente el 60% corresponden a

zas, 30% a flagelos y 10% a espermatozoides.
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1. Valores de referencia de los pardmetros (macroscopicos y microscépicos) del

4~ de los machos intactos sexualmente expertos, seleccionados al azar (n=15).

PARAMETROS VALORES DE REFERENCIA
sopicos del semen
g2d (mm) 22402
8.1+£0.07
sspicos del semen
fac progresiva rapida (%) 44.9 3.4
i progresiva lenta (%) 132%+2.5
ac in situ (%) J 126 1.2
gad (%) 9.2x0.7
movilidad (0-1) 0.7 £ 0.05
+acion espermatica (10%/ml) 13.8+1.9
22 (% espermatozoides vivos) 573+42
=2 (% espermatozoides normales) 92.7+6.6
spicos del tapon seminal
3 126.8 £3.6
e (largo) (m) (1Y) = mm’ 298.1+ 13.3
lzrgo (mm) 128+0.3
pancho (mm) 54+0.1
spicos del tapon seminal
%) 76.1 £5.0
%) 19.5+4.4
gmozoides (%) 43+3.1

<= la media * el error estandar.




7. Valores de referencia de los parametros (macroscopicos) del eyaculado de los

intactos sexualmente expertos seleccionados al azar (n=15).

AMETROS CUALITATIVOS VALORES DE REFERENCIA

opicos del semen

Blanco
i 15
% 100
opicos del tapén seminal
cia Endurecido
# 15
% 100
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Anexo E

RMINACION DEL TIEMPO OPTIMO PARA REALIZAR EL ANALISIS SEMINAL
RATA

|

wulizaron ratas Wistar, mantenidas en condiciones estandar de bioterio. Hembras ovx con
inducido hormonalmente (10 pg de estradiol y 2 pg de progesterona) y machos
sertos sexualmente.

Los machos adultos inexpertos fueron sometidos a tres pruebas copulatorias de
iento sexual, con un intervalo de 3 dias entre ellas. La duracion de la prueba fue de
minutos si el macho no realizaba intromisiones ¢ de 30 minutos después de la primera
isién si no ocurria la eyaculacion o bien cuando ocurria la eyaculacién. Los machos que
\zs tres pruebas eyacularon entre 10 y 15 minutos fueron seleccionados y se formaron tres
los cuales fueron sometidos a tres pruebas copulatorias (1 serie eyaculatoria) con
s intervalos de tiempo de 2, 10 6 15 dias (n=10), para cada grupo.

Al finalizar cada prueba copulatoria, la hembra recién eyaculada fue anestesiada para
er el semen contenido en los cuernos uterinos y el tapdn seminal de la vagina De esta
ra las pruebas copulatorias y el analisis del eyaculado fueron en el dia 2, 4 y 6 para el
> 1 (intervalo de cada 2 dias), 10, 20 y 30 dias para el grupo 2 (intervalo de cada 10 dias)
5. 30 y 45 dias para el grupo 3 (intervalo de cada 15 dias).

Los datos obtenidos de las comparaciones entre los animales sometidos a diferentes
:alos de tiempo y los seleccionados al azar fueron analizados utilizando el programa
ad Instat, Version 3.05 (GraphPad Software Inc).

Para los parametros: viscosidad, pH, movilidad, concentracion, viabilidad y morfologia
matica en el semen,; ;si como, el peso, volumen y tamaifio del tapon seminal, su utilizo la
de Kruskal-Wallis, con base en la naturaleza de los datos (grupos independientes, datos
saramétricos, datos sin distribucion normal ni homogeneidad de varianzas), el valor de
qcancia fue de p<0.05.

Para los parametros: color del semen y consistencia del tapén seminal se analizaron

te una tabla de contingencia y la prueba de X* por tratarse de datos discretos (Zar




~#%%). En todos los casos, s6lo se compard la tercera prueba de cada grupo, ya que es donde se

aria el efecto de la frecuencia copulatoria.

Resultados

cuadros 1 y 2 muestran los valores de los pardmetros cuantitativos, macroscopicos v
oscopicos, de 45 eyaculados que corresponden a los 45 machos sexualmente expertos
mchos seleccionados al azar n = 15 y machos de cada 2, 10 6 15 dias de intervalo de tiempo.
* para cada grupo). Los pardmetros macroscépicos (viscosidad y pH) y microscopicos
swilidad, concentracioén, viabilidad y morfologia) del semen; asi como, los del tapon
mnal (peso, volumen y tamafio) no mostraron diferencias significativas entre los eyaculados
‘o= machos seleccionados al azar y los eyaculados obtenidos de los machos que eyacularon
g2 2, 10 y 15 dias.
En cuanto a los pardmetros cualitativos, macroscopicos y microscépicos, en el cuadro 3
maestran los valores del color del semen y la consistencia del tapén seminal. No hubo
cias estadisticamente significativas, entre los eyaculados de los machos seleccionados
s v los eyaculados obtenidos de los machos que eyacularon cada 2, 10 y 15 dias.
En lo que se refiere a la composicion del tapén seminal, no hubo variaciones en la
porcion de cabezas de espermatozoides en los machos seleccionados al azar versus los que
mizron cada 2, 10 6 15 dias. Lo mismo sucedié para los flagelos y espermatozoides

mezs. Cabe mencionar que siempre se mantuvo una mayor cantidad de cabezas, menor de

¥ escasos espermatozoides.

=! analisis de eyaculado puede realizarse en periodos cortos de cada 2 dias o largos de
= dias, de semen obtenido de hembras que recibieron una sola eyaculacion. En otras
== los valores de referencia para semen y tapon seminal seran utiles para evaluar los

2s de eyaculados de encuentros sexuales de una sola serie eyaculatoria cada 2, 10 ¢
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Anexo F

ARACION DE SUSTANCIAS REQUERIDAS PARA EL ANALISIS DEL

'LADO

te (eosina-nigrosina) para evaluar la viabilidad espermatica

A 100 mililitros de agua destilada agregarle 5 gramos de nigrosina, 1 gramo de eosina
solubles en agua) y 2.9 gramos de citrato de sodio. Disolver en un agitador magnético

de calentamiento durante 40 minutos, filtrar la solucién (papel filtro) y guardar en

ambar a temperatura ambiente.

Solucién salina al 0.9 % para limpiar los cuernos uterinos recién eyaculados

A 1 litro de agua destilada adicionarle 9 gramos de cloruro de sodio. Disolver con un

magnético.
Benzal para esterilizar area de cirugia del animal

A 1 litro de agua destilada agregarle 5 mililitros de benzalconio.
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COPULA EN EL TRANSPORTE DE QOVOCITOS

~are< Sol A *, Alvarado Olivarez M *, Camacho

. omero E *, Pacheco Cabrera P & “|nstituto de
“~=tiuto de Investigaciones Biomédicas UNAM.

we informacion somato-sensorial importante que
pE=CTONeS neuro-enddcrinas, queé posiblemente
= orocesos reproductivos como la ovulacion y el
-= En el presente estudio se analizo el efecto
= ~ansporte de ovocitos por el oviducto. Método:
s .<tar virgenes, mantenidas en un foto-periodo
<= 1res ciclos estrales, durante la fase oscura se
= ovulacién, el inicio de la sexta hora de
pués del “inicio” de la ovulacion, las hembras
< sexualmente expertos. La estimulacion por
por las montas, intromisiones, patron
o por la presencia O ausencia de tapon
tiempos post-copula, se anestesiaron para
suctor. In vitro se registro la localizacion y el
~resentes en los oviductos. Resultados: En
~ de 10 a 120 min antes de la ovulacion, los
~ L en el segundo segmento del oviducto a las
. ==i0s se observaron mas pequenos y las células
ssoregadas Y reducidas en tamano. En hembras
2= 30 a 160 min post-ovulacion, de las 22-29 hrs
== =~contraron ovocitos en el oviducto. Conclusion:
- estimulacion por copula se aplique antes del

el transporte de ovocitos se retrasa,
= = s=qundo segmento del oviducto. CONACYT a’
s 2)- CONACYT AM 16400.

~opiA INDIRECTA EN RATAS CON
=NCIA EYACULATORIA Tlachi Lépez JL °,
eema J &, Zempoalteca Ramirez R *, Lucio Lucio
= autonoma de Tlaxcala &Universidad Autonoma
== apa.

so—puesto por espermatozoides y secreciones de
= accesorias. Como muchos otros mamiferos,
syacular repetidamente en intervalos de tiempo
= Sin embargo, No se conoce como se afectan
e macro y microscopicas del semen conforme se
swaculaciones. En este estudio se analizaron las
#= semen de ralas con diferentes pericdos de
! - -atas macho, sexualmente expertos, de la cepa
e edad) mantenidas en condiciones estandar de
n tres grupos de machos para permitirles
_aculatoria cada 2, 10 6 15 dias. En cada caso,
<=<pués de la eyaculacion se obtuvo el semen
smnos cuernos uterinos de las hembras. Se
Smelr0S Macroscopicos: volumen, viscosidad, pH y
Beeoscopicos:  indice de movilidad, concentracion
ericad y normalidad. Se siguid la técnica para la
= directa de semen humano con algunas
w- se encontraron variaciones significativas entre
- a- volumen, 2-3 ml; viscosidad, 2-4 mm; pH,
mowvlidad, 0.6-0.7; normalidad, 99-100%; viabilidad,
zozoides Vvivos Y 21-38% espermatozoides
smbargo, la concentracion espermatica disminuyo
= en el grupo de ratas que eyacularon con la
=ceticion mas alta. Los valores cambiaron de 10
= grupo 1 versus 18-26 millones/ml para los

=~ conclusion, estos datos sugieren que el periodo
= evaluacion del semen tendria que ser con un
“» = 15 dias entre pruebas. Beca CONACYT 188574

Q-007

EFECTOS ASIMETRICOS DE LA LESION UNILATERAL DE LA

AMIGDLA BASOLATERAL SOBRE LA OVULACION EN LA

RATA Sanchez Ramos MA *. Cortés Encarnacion R *, Sanchez
Calderon L * *Universidad Auténoma de Quereétaro.

La amigdala es una estructura del sistema limbico que participa en
multiples funciones relacionadas con la regulacion neuroendocrind y
la conducta. En nuestro |aboratorio hemaos demostrado que |a
amigdala medial presenta asimetria en  10s mecanismas
relacionados con la ovulacion y con la secrecion de estradiol y
progesterona, pero no se ha reportado que la amigdala central y la
basolateral presenten asimetria. El objetivo fue medir los efectos de
la lesion unilateral de la amigdala central y basolateral sobre la
ovulacion de la rata. Se utilizaron ratas hembras de la cepa wistar
obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la UAQ,
mantenidas en un cuarto con ciclo de luz-oscuridad 14-12, con
acceso libre al agua y al alimento. Todos los animales fueron
lesionados en el dia del diestro 1Y sacrificados en el estro despues
de que recuperaron dos ciclos estrales consecutivos. Se contaron
los ovocitos liberados por cada ovario y los datos fueron analizados
con laprueba de Kruskal-Wallis. Los datos muestran qué la lesion
derecha de la amigdala basolateral provoca la disminucion
significativa de la ovulacion. Podemos discutir que: 1) La amigdala
basolateral juega un papel en el proceso de la ovulacion. Es
probable que la amigdala pasolateral module de manera indirecta la
ovulacion, a través de la conexion que establece con la amigdala
medial 2) Hay un efecto asimétrico en esta modulacion. La amigdala
pasolateral derecha parece estar relacionada con el efecto sobre la
ovulacion, similar a lo que ocurre con la lesibn de la amigdala
medial que se ha reportado anteriormente, 10 que confirma la idea
de que el lado derecho de la amigdala de la rata tiene mayor
participacion que el izquierdo en el proceso de la ovulacion.

0-008

LESIONES ELECTROLITICAS BILATERALES DEL CAMPO
TEGMENTAL CENTRAL (CTC), INHIBEN POR COMPLETO LA
CONDUCTA  SEXUAL MASCULINA, SIN AFECTAR LA
MOTIVACION HACIA UN INCENTIVO SEXUAL (MIS) Hurtazo
HA *, Romero Carbente JC . Rojas Hernandez J . Paredes RG
“Instituto de Neurobiologia-UNAM.

Estudios previos han demostrado que lesiones bilaterales del
campo tegmental central (CTC) inhiben completamente la conducta
sexual masculina. El objetivo del presente trabajo fue evaluar s una
lesion electrolitica bilateral del CTC que afecta la conducta sexual,
afecta tambien la motivacion hacia un incentivo sexual (MIS) en la
rata macho. Solo aquellos animales que eyacularon en tres pruebas
de conducta sexual fueron usadas para las pruebas de MIS. Esta
prueba se evaluo en una arena, donde los animales incentivos (una
hembra sexualmente receptiva y un macho sexualmente activo) se
localizaban diagonalmente en las esquinas opuestas de la caja,
detras de una malla de alambre. Los parametros registrados fueron
el tiempo y la frecuencia en la cual el macho experimental estaba
dentro de un area adyacente a los animales incentivos. Despues de
las pruebas conductuales se realizaron las lesiones electroliticas
bilaterales. Una semana después de la cirugia se realizaron
nuevamente las pruebas conductuales. El lugar y extension de la
lesion se verifico con técnicas histologicas habituales. Los animales
con lesion bilateral del CTC mostraron una clara inhibicion de la
conducta sexual masculina, sin embargo no se observaron cambios
en la MIS. Todos los animales incluyendo aquellos con lesion del
CTC prefieren a la hembra receptiva en lugar de los machos
sexuamente expertos antes y después de la lesion. El presente
estudio confirma que la conducta sexual masculina puede ser
interrumpida por lesiones electroliticas bilaterales de CTC sin
afectar la motivacion hacia un incentivo sexual. Asistencia técnica
de Francisco Camacho. Con apoyo de CONACYT V40286M vy
DGAPA IN227402.
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CARTEL 18. PARTICIPACION DE LA PROSTATA VENTRAL EN LA
CALIDAD DEL SEMEN Y LA FERTILIDAD EN LA RATA MACHO

Aurora A. Lépez Gonzdlez?, José Luis Tlachi Lipez!, René Zempoalteca’y Rosa Angélica Lucio ?

‘Maestria en Ciencias Biologicas y 2Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta,
Universidad Autéonoma de Tlaxcala-UNAM

La prostata es una glandula sexual accesoria que presentan todos los mamiferos. La
secrecion prostatica mas las secreciones de las otras glandulas (ampulas, coagulantes,
vesiculas seminales y bulbouretrales) proporcionan el medio adecuado para la
—hrevivencia de los espermatozoides una vez eyaculados en los conductos reproductivos
femeninos. Se ha descrito que las secreciones prostaticas contienen zinc, importante para
la movilidad espermatica. En individuos astenozoospérmicos, es decir, que sus
espermatozoides presentan bajo indice de movilidad, la concentracion de zinc del plasma
<eminal es considerablemente menor que en aquellos normales. En la rata, la prostata es
un complejo de lobulos que se identifican como ventrales y dorsolaterales (Fig. 1). Dado
que en estudios previos de laboratorio determinamos los valores de referencia de los
parametros de semen y tapon seminal, nuestro objetivo es determinar si los valores de los
parametros se modifican por efecto de la ablacion de los l6bulos ventrales prostaticos. No
< ha considerado la extirpacion de los lobulos dorsolaterales porque es dificil distinguir
< delimitacion anatomica; ademas, adosado a éstos se localiza el ganglio pélvico mayor,
ie donde se origina la inervacion a [as estructuras reproductivas.

VISTA VENTRAL VISTA DORSAL
Lobulos prostaticos

Fig 1. Prostata de la rata.




Se utilizaron machos sexualmente expertos sometidos a una prueba copulatoria
antes de la cirugia y tres después de la misma, con 15 dias de intervalo entre ellas. Se
evaluaron los parametros: niimero de montas y de intromisiones, latencia de monta, de
mtromision y de eyaculacion, de una serie eyaculatoria. Mediante espermatobioscopia
indirecta se evaluaron en el semen: color, volumen, viscosidad, pH, indice de movilidad,
concentracion, viabilidad y morfologia; y en el tapén seminal: color, consistencia, peso,
volumen, tamario, nimero de cabezas, de flagelos y de espermatozoides inmoéviles.
Ademas, se obtuvo el porcentaje de hembras prefiadas antes y después de la cirugia
(simulada, n=4; extirpacion bilateral de los 16bulos ventrales prostaticos, n=9).

Resultados preliminares. Por el momento sélo se tienen los datos de 2 machos con
cirugia simulada y 5 con ablacién bilateral de los lébulos ventrales prostaticos. La
mayoria de los pardmetros macro y microscépicos del semen fueron similares antes versis
después de cirugia, sin embargo la viscosidad, viabilidad del semen, asi como el volumen
del tapon seminal mostraron una tendencia a disminuir en los machos con ablacién de los
iobulos ventrales prostéticos. El porcentaje de hembras prefiadas por machos con cirugia
simulada y con extirpacién de los I6bulos ventrales prostaticos fue similar.

Conclusion preliminar. Se ha descrito que el contenido bioquimico de los l6bulos
prostaticos es distinto, asi como su participacion en la composicién del eyaculado. Es por
ello que, nuestro primer acercamiento fue determinar el efecto de la remocion de los
Iobulos ventrales de la prostata encontrando que no influyen de manera determinante
sobre la calidad del semen, especificamente en la movilidad espermatica; tampoco en la
fertilidad. En estudios realizados en nuestro laboratorio se obtuvieron los valores de
referencia de los pardmetros espermaéticos en pruebas realizadas con intervalos de 15
dias, por lo que se utiliz6 el mismo intervalo en este trabajo ya que se pretende
determinar el efecto, a largo plazo, de la extirpacion de los 16bulos ventrales prostaticos,
puesto que se ha observado que en la remocion de glandulas bulbouretrales, coagulantes
v del complejo bulbouretrales-coagulantes el efecto contintia atn después de 45 dias de la
cirugia. El nimero de animales debera completarse para constatar los resultados.

No obstante, falta determinar el efecto de los lébulos dorsolaterales, pero debido a
‘a dificultad para extirparlos y el dafio que causaria a los tejidos adyacentes, se ha
considerado utilizar una sustancia quelante para danar la mayor superficie prostatica
posible, evadiendo al ganglio pélvico mayor. Con esto se podrian obtener resultados
sobre el efecto de la ausencia de la glandula prostatica en la calidad espermatica y la
fertilidad de 1 a rata macho.

Financiamiento: CONACYT 198752 AALG
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Bases Biologicas de ks Comaiucts

DETERMINACION DE LOS PARAMETROS MACROSCOPICOS ¥
MICROSCOPICOS DEL SEMEN Y LAS CARACTERISTICAS DEL TAPON
SEMINAL DE RATA

José Luis Tlachi-Lopez!, René Zempoalteca® y Rosa Angélica Lucio?

Maestria en Ciencias Biologicas y 2Centro Tlaxcala de Biologia de la Conductz
Universidad Autonoma de Tlaxcala

En la eyaculacion se expele el semen constituido por espermatozoides y secreciones diversas de las
glandulas sexuales accesorias. Tales secreciones proporcionan condiciones favorables a los
espermatozoides durante su recorrido, por el tracto femenino, hasta el sitio de fertilizacion y participan
en la coagulacion del semen para formar el tapén seminal. A pesar de que la rata ha sido uno de los
modelos de laboratorio més utilizados en la fisiologia reproductiva, no estan descritos sus parametros
espermaticos. Asi mismo, se desconoce cémo los parametros, macro- y microscépicos, dependen de la
contribucién de cada una de las secreciones de las gliandulas accesorias. Es posible que esa falta de
informacién se deba a la dificultad de inducir la eyaculacién y obtener el semen fuera del tracto
femenino. Dado lo anterior, se pretende como primera aproximacion, analizar macroscopica v
microscopicamente el semen de rata mediante espermatobioscopia indirecta.

Inicialmente se determind el intervalo de tiempo para tener al menos tres muestras de semen de una
primera serie eyaculatoria obtenidas en diferentes dias. Se encontré que el periodo dptimo para
analizar el semen es de 10-15 dias entre pruebas copulatorias.

Utilizamos ratas Wistar (3-4 meses de edad) mantenidas en condiciones estandar de bioterio. Se
hicieron tres pruebas de conducta copulatoria con intervalo de 15 dias entre ellas. A seis machos
sexualmente expertos se les permitié realizar una serie eyaculatoria con hembras a las que se les indujo
el estro con estradiol y progesterona. Inmediatamente después de la eyaculacién se obtuvo el semen
depositado en ambos cuernos uterinos para determinar los pardmetros macroscépicos (volumen, color,
viscosidad, pH) y microscopicos (indice de movilidad, concentracion espermatica, viabilidad
normalidad). Ademas se obtuvo el tapén seminal para evaluar sus caracteristicas (consistencia, peso
volumen, tamaiio). Se siguié la técnica empleada para analizar el semen humano con las
modificaciones convenientes para semen de rata.

Se determind que los pardmetros espermaticos de rata intacta son: pardmetros macroscopicos
volumen, 2-3 ml; color, blanco-amarillento; viscosidad, 2-4 mm; pH, 84 y los parametros
microscopicos: indice de movilidad, 0.6-0.7; concentracion espermatica 18-26x10%/ ml; normalidad, %%
100%; viabilidad, 61-76% espermatozoides vivos. las caracteristicas del tapon seminal fueron
coagulado, 0.110-0.120 mg, 0.1-0.3 ml, 15x7 mm. Consideramos que estos resultados podran utilizarse
como referencia para evaluar el semen de rata intacta o con alguna manipulacion. Incluse para
determinar la importancia de las glandulas sexuales accesorias en la constitucién del semen.

CONACYT 188574 (TLJL), PROMEP 10.3/04/2849-UATLAX-CA26

Cartel 23

,—_i




B. Congresos internacionales

107




4
L
..
€

‘nnual Meetlng
July 1 -—July 25, 2007

- “aagiie

wers:ty ofTexas at; Sa’n Antonio w‘;.".--' Sl i
*versnty of Texas Heal;ﬁ- Science Center at San Anto _i

“n_- - ‘.._-J

1




4 the incidence of germ cell apoptosis and caused a determined the effect of the coagulating and bulbourethral ablation on
spermatogenesis. Spermatogonia, arising from stem those parameters. Adult sexually experienced Wistar rats in vivarium

. spoptosis and were unablewre-populate the testis standard conditions were used. They were allowed to display one
= These data suggest that either direct damage by eyaculation three times, each one every 2, 10 or 16 days; for each
o germ cells or that damage occurs to Sertoli cells frequency 10 males were used. In addition, bulbourethral, coagulating,

a supportive microenvironment to support the and both glands were bilaterally removed, also 2 sham group was

~tiation of the various germ cell subtypes. Here considered. For each condition, 10 males were used. The semen and
= of the Sertoli cell lines TM4 or ASC-17D to seminal plug evaluation was performed every 15 days, one before and
w2 significant decrease of mRNA expression of three times after surgery by indirect spermatobioscopy. Concerning the
sr ATPTB within 6 hours of treatment. However, effects of eyaculatory frequency, there were not significant differences in
LENA expression of influx transporter Ctrl were any of the macroscopic and microscopic parameters in semen nor in the
sreatment. BY ELISA, no changes in inhibin B or seminal plug among the eyaculatory frequencies (Kruskall-Wallis,

s levels were measured in media of TM4 or ASC-17D p>0.05) neither within the individuals in each frequency group (Fried-
w=atment. After long-term exposure of 2.5 mg/ke man, p>0.05). Regarding the microscopic characteristics of the seminal
s of influx transporter function in Ctrl+/- mice plug showed a large amount of spermatozoa heads, a little bit less of
- of testis/body weight ratio compared with non- flagella and scanty immotile spermatozoa. The removal of the bulboure-
wereas C57/BU6J wild-type mice showedasigmﬁcant thral gland caused statistically significant differences in the viscosity
+ weight ratio after cisplatin treatment (reduced (Chi-square, p<0.05); and the removal of the coagulating gland caused
erl+/- mice treated with cisplatin showed no significant differences in the viscosity, motility and in the number of
TNEL-positive germ cell numbers, indicating that spermatozod (Chi-square, p<0.05). No semen changes were detected after

jatin uptake correlated with the sensitivity of removal of both glands; nevertheless 70% of seminal plugs were

¢. These observations demonstrate the copper semicoagulated and contained a noteworthy amount of motile spermato-
:ant roles in cisplatin-stimulated testicular injury 20a. The sexual intercourses every 2,10 or 15 days did not affect semen
recovery. % quality. In conclusion, eyaculatory frequencies has no offect on spermatic
characteristics, bulbourethral glands seems to influence the viscosity and
OF NUTRIENT RESTRICTION DURING the secretions of the coagulating glands contribute not only to the
N ON POSTNATAL GROWTH, CARCASS AND formation of the seminal plug, as traditionally was mentioned, but also co-
OF BEEF STEERS. Nathan Long, Monica Prado- participate in the optimal semen composition that enhance fertilization.
~:c]. Robert Wettemann. Oklahoma State Universi- Partially supported by PROMEP 10.3!04!‘2849-AUTLAX-CA26 and CON-
ACyT 52744-Q (RAL) grants; and fellowships by CONACyT to 198782
e heifers were used to evaluate the effect of prenatal (AALG) and 188574 (JLTL).
~.om on postnatal growth and development. Fifteen
were inseminated with semen from an Angus bull. At 341. EXAMINATION OF METABOLIC HORMONES AND
msemination, pregnancy was verified and heifers were BLOOD GLUCOSE CONCENTRATIONS IN FEMALE MICE ON
2= body condition score (BCS) and allotted to low (L, DIETS THAT FAVOR PRONOUNCED CHANGES IN SEX RATIOS
F NRC 1996 requirements) or moderate nutrition (M, OF PUPS BORN. Jiude Mao, Andrei Alexenko, Emily Fountain, Jeffrey
C 1996 requirement.s). After 83 d of treatment (115 dof Whyte, Kristie Grimm, R. Michael Roberts, Cheryl Rosenfeld. University
.= comingled and received a common diet in excess of of Missouri-Columbia, Columbia, MO
Mazle calves were castrated at birth and weaned at Changing environmental conditions govern adaptive skewing of
s & of age. Calves were maintained as a group after offspring sex ratio in birds, insects, and in some mammalian Species
of age, L (n=5) and M (n=5) steers were fed a high However, the causes of sex ratio skewing and significance are not wel

. =in 2.3 kg/dtoa body weight of 550 kg. Steers were understood. Female mice fed a very high fat (VHF) diet, for exam

of the empty body, heart, lungs and trachea, produce litters that are skewed towards males, while restricting acces
- pancreas, and the gastrointesﬁnal tract were this diet to 7 h/day (VHF-R) reduces the fraction of males. Convers
- +he heart and muscle (Complexus) were stored at - mice fed a nutritionally balanced but low fat/high carbohydrate (LF t
e was quantified using Hoechst H33258 dye. All produce more daughters than sons. Sex ratio deviation from the expected

-zed with the GLM procedure of SAS and amount 0.5 value was not related to the dam weight and no difference in litter
nalyzed with the PROC MIXED procedure of SAS. was observed among the dietary groups. Here, we tested whether
were similar for L and M heifers at treatment ¢ diets influence certain metabolic hormones (IGF1, corticosteroné.
5.0 + 0.1 BCS). At the end of treatment, 1 heifers leptin), and glucose concentrations, thereby possibly altering con
g) and had less BCS (4.3 = 0.01) compared with M that might favor either the conception or development of one sex Ove
g 5501 BCS). Length of gestation was 274 = 2d for other. Experiment 1 used 5-week old mice that were placed permar
= - 2 d (P = 0.05) for M heifers. Treatment did not on one of three diets: VHF diet (caloric density 5.2 keal/g; 54 %
or growth of steer calves until harvest. Lungs and ad libitum (VHEF, n=11); a restricted VHF diet (VHF-R, n=9) u h
sed to L prenatai nutrition weighed less ( P = 0.05, mice had enly 7 h access to food during their night; and Pur
red with M steers (6.35 = 0.78 kg); weights of other (caloric density 4.4 keal/g; 26 % from fat) ad libitum (5015 Con =12
nced by treatment. Weight of carcass and amount of which produces apprnximatel_v 0.5 offspring sex ratio

< fat were not influenced by treatment. Muscle from pregm\ncies (at 45-48 weeks of age), the mice were sacrifice

wer (P = 0.04) DNA per gram of tissue than M steers (0.58 collected. Experiment 9, consisted of two groups of mice f
1 mg/g, respectively). DNA concentrations and content from 5 to 17 weeks of age on either the VHF (n=13) or LF (cal

+ influenced by treatment. Nutritional restriction of 3.9 keal/g; 10% from fat) (n=11) diets. These mice WeTe the

arly gestation did not alter postnatal growth rate serum collected. In the third experiment, mice were fed a

ons of DNA 1D muscle tissue at maturity were greater VHF (n=6), LF (n=6), or Control (n=4) diets for fifteen we
5 weeks of age. After 5 weeks on the experimental die
concentrations were determined at biweekly intervals over

CTS OF EJACULATORY FREQUENCY AND RE- weeks. No differences were detected in serum IGF1 concentrations Smem=
THE BULBOURETHRAL AND COAGULATING the dietary groups in Experiment 1 (636.4 = 44.3, 642.6 = 49.0, 515.€
[THE CHARACTERISTICS OF SEMEN IN THE RAT. + 42.5 ng/ml for VHF, VHF-R, and 5015, respectively) and Expe o
Juse Tlachi-Lopez, Rene Zempoalteca, Javier Velazquez- (706.2 = 25.6 and 659.8 = 27 8 ng/ml for VHF and LF, ©
= Angelica Lucio. Universidad Autonoma de Tlaxcala, Qerum corticosterone concentrations were not different betweer F
ja Mexico; Universidad Autonoma Metropolitana-1zta- and VHF-R groups (43.6 = 6.6 vs 99.8 = 7.7 ng/ml), but were ]
oF, Mexico DF, Mexico the controls @1 &4 ng/ml) in Experiment 1. No differ

mposed of gpermatozoa whose survival and transport between the VHF and LF groups (363 = 11.6 vs 61.6 = 13-
eeretions of the accessory sexual glands. The character- Experiment 2. Leptin concentrations did not differ betwee I
_lated have been evaluated in different species. In rats, VHF-R groups (20.7 = 38vs24.6 £ 4.9 ng/ml), but were hi
of spermatozoa has been determined in uterus after the 5015 and LF groups (9.8 = 3.5 and 3.2 = 3.2 ng/ml, respect
seminal vesicles. In vitro studies suggest 2 role of the mothers show sex ratio skewing towards males. In contrast,
= coagulating glands on the formation of the seminal females produce more daughters than sons. Thus, leptin seems 4
snt study we established the values of semen parameters play a role in offspring sex selection. A significant interaction

pH, motility, number of spermatozoa, viability and between time and diet (P<0.05) for both blood glucose concentrats
: ceminal plug parameters (consistency, weight, volume, body: weight. The overall glucose concentrations, however, did o

+ heads, flagella and spermatozoa). In addition, we among the three groups suggesting that maternal blood glucese do
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El espermatozoide: un siper héroe enmascarado

Seguramente has oido sobre los super héroes que poseen habilidades extraordinarias, como
aquéllos que pueden trepar grandes edificios con ayuda de telarafias o aquél que puede
Jlcanzar velocidades superiores a la de la luz consiguiendo asi darle varias vueltas al
planeta tierra en apenas unos segundos. También nos cuentan sobre los que pueden salvar
21 mundo de grandes mentes malignas como el despiadado “Magneto™. Pero (sabias que
-ambién existe un super héroe de escasas micras de tamafio?. Su tinica arma es un pequefo
capuchén que cubre aproximadamente dos tercios de su cabeza y un flagelo o cola que le
sirve para poder desplazarse a través de una intrincada red de tubos. Para complicar la
sventura, el pequefio héroe cuenta con reservas energéticas que pueden acabarse en

-uestion de segundos. Se trata del espermatozoide, un super heroe enmascarado.

-- Insertar figura --

El espermatozoide tiene una forma caracteristica de acuerdo con la especie a la que
pertenezca: por gjemplo, un espermatozoide humano tiene la cabeza en forma de espatula,
mientras que el de una rata tendrd cabeza en forma de gancho, un sapo tendra
espermatozoides con cabezas en forma de lanza y los de la langosta parecen pequenas
arafias. Sin embargo, independientemente de la especie que se trate, s¢ distinguen tres

partes morfologicas para todos los espermatozoides:

1) Una cabeza, en la cual se encuentra un nicleo que contiene la informacion
genética proveniente del padre (acido desoxirribonucleico o ADN). Rodeando y cubriendo
al nucleo en sus dos ltercms anteriores, se encuentra una vesicula llamada acrosoma. El
acrosoma es una capa de forma conica o capuchon que guarda sustancias denominadas
enzimas y son liberadas durante el proceso de fertilizacion para provocar O acelerar
reacciones bioquimicas; ademas, para brindarle proteccion, el acrosoma cubre la cabeza del
espermatozoide como si fuera un casco de bombero.

2) Un cuello, que se define como un segmento muy corto que sirve de unidn entre la

cabeza y el resto del cuerpo.




3) Un flagelo o cola que se divide en tres partes: en la primera parte 0 pieza
principal, el flagelo contiene un gran nimero de mitocondrias, que son unas pequefias
-structuras celulares encargadas de proporcionar la energia que el espermatozoide necesita
para moverse; el resto del flagelo se divide en la parte media y la parte final, cuyo objetivo
=< dar velocidad y direccién al movimiento del espermatozoide. El tamaio del flagelo varia
-onsiderablemente de acuerdo con la especie (190 um de largo en el ratén y solo 40 um de

largo en el hombre).

-- Insertar fotos --

Un viaje heroico para llegar al 6vulo

Nuestro pequefio héroe, el espermatozoide, nace en las llamadas células de Leydig
localizadas en los testiculos; después de su nacimiento viaja por un sistema de tubos
llamados tdibulos seminiferos. Todos estos tibulos se unen y forman un solo conducto, que
recibe el nombre de la rete testis. Después de pasar por la rete testis el espermatozoide llega
al epididimo, lugar donde el pequefio héroe termina su maduracién y adquiere capacidad
frtil; en otras palabras, un espermatozoide inmaduro (que no es capaz de fertilizar) se
convierte en un espermatozoide maduro que adquiere la capacidad de fertilizar al 6vulo. El
epididimo es un Organo sexual que se localiza en la pared testicular y se divide en tres
partes: cabeza, cuerpo y cauda o cola.

El espermatozoide entra a la cabeza del epididimo. Después, se estaciona en el
cuerpo del mismo y aqui termina su maduracion. Un espermatozoide maduro es aquel que
tiene la capacidad de fertilizar. Por Gltimo, nuestro pequefio héroe llega a la cauda o cola
del epididimo y se almacena junto con millones como él, esperando el momento de la
eyaculacion para ser expulsados. Las cantidades de espermatozoides que salen en cada
eyaculacion es impresionante. En un hombre saludable, la cantidad varia entre 20 y 250
millones de espermatozoides en cada eyaculaciéon. Animales pequefios, cOmo la rata macho,
también liberan muchos (entre 13 y 20 millones de espermatozoides). [maginemos entonces
la terrible competencia que se establece entre los espermatozoides, ya que todos compiten

por el mismo premio: fecundar al 6vulo.




Y comienza la carrera...

De la cauda o cola del epididimo sale nuestro super héroe a gran velocidad (5-25
micrémetros / segundo) pasando por el conducto deferente para llegar a un nuevo conducto
llamado uretra prostitica. Durante este trayecto, ¢l y los demas espermatozoides son
bafiados con secreciones provenientes de las glandulas sexuales accesorias (ampulas,
vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales, glandulas coagulantes y prostata) presentes y
especificas para cada especie. El objetivo de este “bafio” es proveer las condiciones y
medios favorables que el espermatozoide necesitard para sobrevivir durante el
desplazamiento en ambientes que le puedan ser hostiles, como: los cambios de pH, la
presencia de cuerpos extraflos (anticuerpos, virus o bacterias) o la competencia con
individuos semejantes .a ¢l (espermatozoides kamikase) que le van a impedir el paso en
busca del 6vulo para fertilizarlo, pero nuestro stper héroe lucha en contra de todo. Los
espermatozoides kamikase son espermatozoides que pueden ser anormales o inmaduros.
También son expulsados durante la eyaculacion y su funcién pareciera ser el obstaculizar el
paso a aquellos espermatozoides que si son capaces de fertilizar.

-- insertar fotos --

Cuando nuestro stper héroe llega a la vagina, que es un nuevo territorio, sufre
nuevos cambios bioquimicos y fisiolégicos. Por ejemplo, la entrada masiva del i6n calcio
en su cabeza le provoca “hinchamiento” de la region acrosomal. Estos aparentes ataques
i6nicos hacia nuestro héroe tienen en realidad un sentido necesario, pues el hinchamiento
funciona para que las enzimas encapsuladas en el acrosoma sean liberadas y se dirjan hacia
al ovulo.

Después del hinchamiento que sufre su acrosoma, el espermatozoide recibe sefales
quimicas que le indican el camino a seguir para llegar a la meta, que es el atero donde se
localiza el 6vulo. Para llegar al titero nuestro stiper héroe avanza por un conducto que varia
en su longitud dependiendo de la especie. En este punto, sélo el 60% de los
espermatozoides que fueron liberados durante la eyaculacion sobreviven.

Ahora tienen que avanzar por el cervix, que es un conducto mas estrecho que

representa mas obstaculos y peligros que nuestro héroe debe librar. Ahi, algunas sustancias




v moléculas, como los anticuerpos, los reciben provocando la muerte de varios
espermatozoides que acompafiaban a nuestro super héroe al intentar pasar. El cervix o
ambién llamado cuello uterino es una porcién fibromuscular localizada en parte inferior
del ttero y su funcién es impedir la entrada de cualquier cuerpo extrafio. Los anticuerpos
son pequefias moléculas, cuya funcion es identificar a las sustancias extranas o
microorganismos que invaden nuestro cuerpo para eliminarlas.

Se establece asi una batalla entre anticuerpos y espermatozoides, de donde no todos
saldran bien librados. Aproximadamente la mitad de los sobrevivientes llegara al conducto
final llamado ttero donde se aloja el évulo y sélo uno de los millones de espermatozoides
que viajan por los “conductos femeninos” se unira con ¢l y lo fertilizara.

Después de la gran carrera nuestro super héroe enmascarado, el espermatozoide, se
encuentra con el 6vulo, su gran premio. Ambas células germinales (el espermatozoide y el
6vulo) se reconocen mutuamente mediante sefiales quimicas. El espermatozoide comienza
a rodear al 6vulo, lo toca con su cabeza como si buscara una entrada, como si en medio de
la oscuridad tratiramos de abrir una puerta y comenzamos a tocar para reconocer la chapa
hasta que encontramos la cerradura e introducimos la llave para abrir.

Finalmente, cuando el espermatozoide encuentra el lugar idéneo en el ovulo ambos
se unen. Poco a poco el espermatozoide va perdiendo su cuello y flagelo, pues ambas
estructuras han cumplido con su propdsito, el desplazamiento del pequenio héroe. Asi, solo
la cabeza (que es donde viaja la informacion genética del padre) queda unidad al ovulo
Ambas células germinales mezclan su contenido genético y se forma una sola celula que
después de varios procesos fisiologicos dara origen a un NUEVO Organismo que nacera.
crecerd y si es nifio serd capaz en un futuro de producir nuevos millones de super héroes.

pero “‘esa es otra historia”,

iIncreible! ;no?
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