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RESUMEN

La estacionalidad reproductiva en las cabras representa un importante problema
zootécnico. Una alternativa para lidiar con la estacionalidad de la hembra es la
bioestimulacion de la actividad estral/ovulatoria o “efecto macho”. Sin embargo, el
macho caprino también presenta estacionalidad reproductiva por lo que se limita
su uso como bioestimulador. Debido a lo anterior, es deseable desarrollar métodos
para la activacion de machos fuera de estacion, lo suficientemente practicos para
utilizar bajo condiciones de produccion extensiva y que no comprometan el futuro

del macho como semental.

Por esta razén, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
administracion parenteral de testosterona o aplicacion continua de dosis bajas de
GnRH sobre el comportamiento sexual y la actividad espermatogénica y endocrina
testicular en machos cabrios fuera de estacion reproductiva. Se utilizaron 8
machos raza Nubia asignados a un grupo Control (CONT, n=2), grupo con
aplicacion de Testosterona (TEST, n=3; 30 mg i.m. de testosterona cada tres dias
durante tres semanas) o con administracion continua de GnRH (GnRH, n=3;
inserciébn s.c. de bomba osmdtica calibrada para liberar 250 ng/h de GnRH,
recambio semanal y periodo de tratamiento de 3 semanas). Se realizaron
estimaciones de la intensidad de libido inmediatamente antes, durante (semanas 2
y 3) y posterior a los tratamientos (cada 2 semanas por 10 semanas); duracion de
interés sexual de machos por hembras en anestro. Quincenalmente se colectaron
y evaluaron eyaculados (volumen, concentracién, motilidad progresiva), se midio
la circunferencia escrotal (CE) y se registro el peso vivo (PV). Asimismo, durante
el periodo experimental se colectaron muestras de sangre semanalmente (4
muestras cada 20 min), a partir de las cuales se determin0 la concentracion
plasmatica promedio de testosterona. El analisis estadistico fue por ANDEVA para
un modelo mixto de observaciones repetidas con estructura de parcelas divididas
(Tratamiento, Tiempo y Tratamiento/Tiempo); PV se us6 como covariable para CE.
La duracion de interés sexual fue diferente a través del tiempo en los grupos

experimentales, particularmente durante las semanas en tratamiento (Tratamiento



x Tiempo, P <0.05 ); con respecto al grupo CONT los machos del grupo TEST
presentaron una mayor duracion de interés sexual mientras estuvieron en
tratamiento y los del grupo GnRH solo durante la 2nda semana después de
iniciado éste. Las variables de calidad seminal incrementaron su valor a través del
Tiempo (P<0.01) sin ser influenciadas por el Tratamiento o la interaccion
Tratamiento x Tiempo. La testosterona plasmatica y la circunferencia escrotal
variaron a través del tiempo (P<0.01) pero de diferente manera entre tratamientos
(Tratamiento/Tiempo; Testosterona, P=.05 y CE, P =0.10). Para testosterona
plasmatica el efecto de esta interaccidon se manifestd particularmente durante el
periodo de tratamientos durante el cual el grupo TEST presentd mayor
concentracion plasmatica de testosterona que los demas. La CE se increment6 a
través del periodo experimental, pero de manera ligeramente mayor en el grupo
GnRH en las ultimas semanas. Con lo anterior se puede concluir que la
administracion parenteral de testosterona no afecta a mediano plazo la calidad
espermética y que la aplicacion continua de GnRH a dosis baja solo estimula
temporalmente la libido, sin alterar la actividad espermatogénica y endocrina

testicular.



SUMMARY

Reproductive seasonality in goats represents an important zootechnical problem.
An alternative to deal with the seasonality of the female is the biostimulation of
estrous/ovulatory activity through the "male effect". However, the male goat also
has reproductive seasonality, which limits its use as a biostimulator. Due to the
above, it is desirable to develop methods for out-of-season activation of males,
practical enough to use under extensive production conditions and not
compromising the male's future as a sire. For this reason, the objective of the
present study was to evaluate the effect of parenteral administration of
testosterone or continuous application of low doses of GhnRH on sexual behavior
and spermatogenic and endocrine testicular activity in out-of-season male goats.
Eight male Nubian goats were assigned to a control group (CONT, n=2), group
with testosterone application (TEST, n=3, 30 mg im testosterone every three days
for three weeks) or continuous administration of GhRH (GnRH, n = 3; osmotic
pump sc inserted and calibrated to release 250 ng/h of GnRH, weekly replacement
and 3-week treatment period). Estimates of libido intensity were performed
immediately before, during (weeks 2 and 3) and after treatments (every 2 weeks
for 10 weeks); duration of sexual interest in anestrous female goats. Ejaculates
were collected and evaluated every two weeks (volume, concentration, progressive
motility), as well as measurements and recording of scrotal circumference (SC)
and live weight (LW). During the experimental period, blood samples were
collected weekly (4 samples every 20 min), and plasma testosterone concentration
was determined. The statistical analysis was by ANOVA for a mixed model
adjusted for repeated measurements with an split-plot (Treatment, Time and
Treatment / Time); LW was used as covariate for SC. The duration of sexual
interest was different over time in the experimental groups, particularly during the
weeks under treatment (Treatment x Time, P <0.05); with respect to the CONT
group the males of the TEST group had a longer duration of sexual interest while
they were in treatment and those of the GnRH group only during the 2 nd week
after initiation. Seminal quality variables increased their value through Time (P

<0.01) without being influenced by the Treatment or the Treatment x Time



interaction. Plasma testosterone and scrotal circumference varied over time (P
<0.01) but differed between treatments (Treatment / Time, Testosterone, P = .05
and SC, P = 0.10). For plasma testosterone the effect of this interaction was
manifested particularly during the treatment period during which the TEST group
had a higher plasma concentration of testosterone than the others. The SC
increased through the experimental period, but slightly more in the GnRH group at
the end of the study. It can be concluded that parenteral administration of
testosterone does not affect sperm quality in a mid-term perspective and that the
continuous application of a low dose of GnRH only temporarily stimulates the

libido, without altering spermatogenic and endocrine testicular activity.
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l. INTRODUCCION

La caprinocultura resulta importante en el pais tanto por el volumen de su
produccién como por el numero de personas ligadas a la actividad. Alrededor de
un millén y medio de mexicanos se dedican a esta actividad en 494 mil unidades
de produccion (SAGARPA, 2012). Las razas caprinas utilizadas en Meéxico
presentan estacionalidad reproductiva de tal manera que el flujo de productos,
cabritos o leche, se ve afectado durante una época del afio representando esto un

importante problema zootécnico.

La estacionalidad reproductiva en los caprinos depende por una parte de la
actividad ovulatoria y estral de las hembras, por otra parte, también depende de la
actividad espermatogénica y del comportamiento sexual de los machos
(Chemineau et al., 2008). Una alternativa para lidiar con la estacionalidad de la
hembra caprina es mediante la bioestimulacion de la actividad estral/ovulatoria o
“efecto macho”. Sin embargo, el macho caprino también presenta estacionalidad
reproductiva, con depresion de la libido de manera coincidente con el periodo de
anestro de las hembras (Walkden-Brown et al., 1994; Ariciaga-Gonzalez et al.,
2008), limitando la posibilidad de usarlos como bioestimuladores de la actividad
estral en hembras fuera de estacién reproductiva (Delgadillo et al., 2003). Existen
métodos para activar la libido de machos caprinos durante su etapa de depresion
estacional y asi poder usarlos para aplicar el “efecto macho”, pero son
tratamientos prolongados y requieren una mayor inversion en instalaciones para
aplicar iluminacion artificial, como es el caso de las secuencias fotoperiddicas
inductoras (Delgadillo et al., 2003), o existe la posibilidad de afectar la funcién
testicular al alterar los mecanismos de control neuroendocrino de la funcion
testicular al administrar testosterona exégena (Tillorook & Clarke, 2001). Por lo
anterior, sigue siendo deseable el desarrollo de métodos lo suficientemente
practicos que puedan ser utilizados bajo condiciones de produccion extensiva y

gue no comprometan el futuro del macho como semental.



Existe una estrategia que aun no ha sido tan explorada, pero puede ser
recomendable, que es la activacion de la funcion testicular hormonalmente a

través de la aplicaciéon de GnRH.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Situacion nacional de la produccién caprina

Los caprinos se introdujeron a México por los espafioles, pudiéndose adaptar
desde entonces en gran parte al territorio nacional. Estudios genotipicos y
fenotipicos indican una influencia Navarra y Andaluza de las cabras originarias
gue llegaron al pais, llegando a ser aptos para una produccion pecuaria rentable.
La cabra es una especie muy resistente a la sequia y escases de forraje, por
esto la cabra se ha desarrollado como una fuente de ahorro de muchas familias

en zonas con bajo indice de desarrollo humano (Guerrero, 2010).

Para el afio 2015 habian 8 millones 700 mil cabras en la Republica Mexicana
(SIAP, 2017). Mas de 3,000 unidades de produccién caprina y aproximadamente
1.5 millones de mexicanos dedicados a la actividad productiva primaria o
complementaria a la caprinocultura (Guerrero, 2010). El 64% de las cabras se
concentran en los sistemas de produccion caracteristicos de las zonas aridas y
semiaridas y el 36 % restante en la region templada del pais (Aréchiga et al.,
2008).

Los Estados con mayor poblacién caprina son Coahulia, Zacatecas, Puebla,
Oaxaca, San Luis potosi y Guerrero con el 45% de la poblacion total nacional.
En el caso de la leche, su producciéon se concentra en Coahuila, Durango y
Guanajuato con el 74% de la produccion del pais (SIAP, 2017).

Asi, la caprinocultura genera anualmente cerca de 77,000 toneladas de
carne y mas de 150 millones de litros de leche caprina (SIAP, 2017), més del
70% es producido en los sistemas de extensivos de produccion de las zonas
aridas y semiaridas y aproximadamente el 25% es producida en los sistemas
intensivos de produccion de leche de cabra (SAGARPA, 2012).

La industria caprina cuenta con muchas fortalezas y oportunidades entre las

ventajas que tiene la produccion caprina son: su alta tasa de desarrollo, alta



fertilidad, alta eficiencia alimenticia, eficiencia en utilizacion de forrajes; eficiencia
en la produccion lechera; la elevada demanda de carne, pelo y piel, excelente
controlador de malezas. (Arechiga et al., 2008). Pero asi como su ventajas
también tiene limitantes, entre sus principales desventajas se encuentra la
produccion estacional de leche y carne insuficiente debido a la estacionalidad

reproductiva que presenta el caprino (SAGARPA, 2013).

2.2 Estacionalidad reproductiva

La estacionalidad originalmente en animales silvestres, fue una
adaptacion fisiologica en el cual los animales tienen partos en los momentos
mas propicios y con esto aseguran la supervivencia de las crias, su lactacién y el
optimo crecimiento de las mismas (Vera, 1993). En condiciones de produccién
animal, ésta adaptacién limita la productividad y por lo tanto la oferta de los
productos caprinos (leche, queso y cabrito) es también estacional, afectando a
los productores, comercializadores y consumidores (Zarazaga et al., 2005). Asi
durante el periodo de pariciones, posterior al de reproduccién sexual, se
incrementa la oferta y los precios de los productos caprinos disminuyen,
reduciendo los ingresos de los productores. En cambio durante el periodo de
disminucién en presentacion de partos, la oferta disminuye por lo tanto los

precios de los productos aumentan (Delgadillo et al., 2012).

En el ganado caprino, el comportamiento sexual y la calidad del semen
son los principales factores que limitan la eficacia de la reproduccion a lo largo
del afio. Estos factores podrian variar segun la raza, la estacion del afio y el nivel
de nutriciéon. Los machos caprinos son reproductores estacionales en los que el
fotoperiodo es la principal sefial ambiental que controla el patron reproductivo
estacional, hay indicadores de estacionalidad en la actividad sexual, los cuales
se evidencian por los cambios en la calidad del semen, el diametro testicular y el

nivel de secrecion hormonal (Aller et al., 2012).

En los machos cabrios del subtrépico Mexicano (26° LN) el periodo de

baja actividad sexual va de enero a mayo, mientras que en las hembras se



extiende de marzo a julio (primavera/ verano) conocido como anestro (Carrillo et
al., 2010), con una etapa de actividad estral durante el otofio e invierno (Vera-
Avila et al., 2013). Lo anterior, es variable dependiendo de la raza, latitud y el

estado nutricional.

Existen razas de caprinos en las cuales la estacionalidad reproductiva
esta basada rigidamente por el fotoperiodo, observandose una gran variabilidad
en cuanto a la duracion y las fechas de inicio y finalizacion de la actividad
reproductiva tanto para hembras como para machos (Silvestre, 2012) estas
razas son originarias de latitudes templadas o altas, donde existe un periodo de
inactividad sexual y un periodo de estacion sexual, en cambio en otras razas el
fotoperiodo no tiene tanta influencia, como el caso de razas en latitudes
tropicales o de latitud menor a 25°, y las razas adaptadas a zonas subtropicales
o latitudes de 25° a 40°, en estas razas la estacionalidad se caracteriza por la
alternancia de un periodo de reposo sexual o anestro seguido por un periodo de

actividad sexual (Lopez et al., 2011).

Ademas del fotoperiodo existen otros factores que también influyen en la
estacionalidad reproductiva, hay evidencias de que los estimulos socio-sexuales
de los machos con las hembras son algunos, asi como la condicién nutricional e
incluso componente climaticos como la precipitacion pluvial o temperatura
ambiente (Vera-Avila et al., 2013).

En los machos durante la estacion de reposo sexual el tamafio testicular,
la calidad seminal y el comportamiento sexual se ven disminuidos, asi como una
baja concentracién plasmatica de testosterona (Youngquist & Threlfall, 2007),
esto impide su uso como bioestimulador del ciclo estral de la cabra conocido

como “efecto macho” (Lopez et al., 2011).

El conocimiento de las estrategias reproductivas de los caprinos y la
identificacion del factor principal del medio ambiente responsable del ciclo anual

de reproduccion en machos y hembras, es necesario para manipular su



actividad reproductiva y tener la oportunidad de producir leche, queso y cabrito
todo el afio (Delgadillo, 2012).

2.3 Métodos para contrarrestar la estacionalidad reproductiva

Es necesario desarrollar alternativas que permitan la manipulacion de la
estacionalidad reproductiva de los machos cabrios. De tal manera que se
puedan activar cuando estan en su fase de depresion de la libido y funcionar
como bioestimuladores de hembras en anestro para realizar empadres fuera de
estacion reproductiva. A través de lo anterior se podria permitir un flujo de
productos mas estables a través del afio, independientemente del fin zootécnico
de las unidades de produccion, con lo que se busca abastecer la demanda que

se presenta.

Un método que existe para estimular el comportamiento sexual en el
macho caprino, es el tratamiento fotoperioddico, descrito por Delgadillo et al.
(2012) en el cual machos caprinos fueron sometidos a dias largos artificialmente
(16 horas luz/dia) a partir del 16 de noviembre por dos meses, seguido por dos
implantes subcutaneos de melatonina y se expusieron al fotoperiodo natural, a
partir de mediados de enero. El resultado obtenido fue un estimulo de secrecion
de LH y testosterona, comportamiento sexual y produccién espermética en los
meses de reposo sexual (a partir de mediados de marzo).

Otro método para la activacion de machos son los hormonales. Un
estudio realizado por Ungerfeld y Fila (2011) con carneros en los que aplicaron
pequefias y consecutivas dosis de GnRH al final de la estacion reproductiva,

indujo a un incremento en el fluido testicular.

Estudios en machos cabrios tratados con testosterona inducen la
actividad sexual eficientemente a cabras en anestro. Croker, et al. (1982),
reportaron que mediante el tratamiento con testosterona a machos cabrios
castrados se induce a la actividad estral al 74% de las cabras en los primeros 13

dias después de la introduccién de los machos, mientras que en el grupo testigo



expuesto a machos cabrios castrados no tratados solamente se estimul6 al 17%

de las cabras expuestas.

2.4 Actividad neuroendocrina del macho

El control hormonal de la actividad reproductora en el macho se debe a la
GnRH que es secretada de manera pulsatil por el hipotdlamo, ésta hormona
estimula a la hipdfisis que genera secreciones pulsatiles de LH y de manera mas

continua en una forma no episddica a la FSH (Restal et al., 1992).

Estas hormonas son las responsables de la actividad espermatogénica,
la LH produce una estimulacion rapida de las células de Leydig del testiculo, las
cuales responden liberando testosterona en la sangre. Cada pulso de LH es
seguido por un pulso de testosterona, cuya amplitud varia segun la situacion
fisiologica del macho (actividad o inactividad sexual). La velocidad de
desaparicion de la testosterona en la sangre es mas lenta que la de la LH.
Cuando la frecuencia no es muy elevada, la testosterona vuelve a su nivel basal
(Delgadillo, 1993).

La LH y FSH inducen la diferenciacion y multiplicaciéon de células
germinales, asi como la sintesis de testosterona por las células de Leydig. La

FSH actua sobre las células de Sertoli (Walkden-Brown, 1994).

La testosterona actia sobre las células de Sertoli para el mantenimiento
de la espermatogénesis y también induce el comportamiento sexual, ejerce una
retroalimentacion sobre la secrecién de las gonadotropinas (Chemineau &
Delgadillo, 1993), inhibiendo la LH, al actuar directamente sobre la secrecién de
GnRH en el hipotdlamo (Ganong, 2000).

Aungque la actividad espermatica y el comportamiento sexual siempre
estan presentes, el macho también presenta la estacionalidad (Chemineau et al.,
2010). Las caracteristicas reproductivas también se ven influenciadas por la
época del afio. Durante la inactividad sexual, la secrecion de LH y testosterona,

el peso testicular y la produccion espermatica se encuentran disminuidos



(Delgadillo et al., 2001). Los cambios de la actividad gonadotropica son los
responsables de la baja actividad en primavera y verano y de la intensa actividad

en otofio e invierno (Delgadillo, 1993).

En las razas estacionales, de enero a mayo los niveles basales, la
frecuencia y amplitud de pulsos y la concentracion de la LH son bajos. En junio y
julio la amplitud aumenta progresivamente hasta agosto, después, en
septiembre la frecuencia de los pulsos aumenta bruscamente, mientras que su
amplitud disminuye debido a la existencia de una correlacién negativa entre la
frecuencia y amplitud de los niveles de testosterona. Después de los niveles
altos de LH y testosterona en agosto y septiembre, una disminucién progresiva
se mantiene hasta enero; después el ciclo anual comienza nuevamente
(Delgadillo, 1993).

Por lo tanto, en el periodo de inactividad sexual, el comportamiento sexual
de los machos se ve reducido, el nimero de montas disminuye y las

copulaciones pueden desaparecer totalmente (Carrillo et al., 2010).

2.5 Retroalimentacion negativa de las hormonas testiculares

Los testiculos producen esteroides, principalmente testosterona e
inhibina, que contribuyen a la regulacion de retroalimentacion del eje hipotalamo-
pituitaria en los machos. Debido a ésta retroalimentacion, las hormonas
producidas en el testiculo ejercen efectos inhibidores sobre la secrecion de la
FSH y LH. La inhibina, producida por las células de Sertoli, actua sobre la
hipdfisis para frenar o suprimir la produccién de FSH. También la testosterona
reduce los niveles séricos de la hormona foliculoestimulante (O"Shaughnessy,
2015).

Los niveles de testosterona ejercen un efecto inhibiendo la produccion de
LH en la hipdfisis mediante dos mecanismos. La testosterona posee un efecto
débil de retroalimentacidn negativa sobre la adenohipdfisis, lo que se traduce en

una disminucion de la secrecion de LH. Por otra parte, la testosterona inhibe de



forma directa la secrecibn de GnRH en el hipotdlamo, provocando una
disminucién de gonadotropina LH en la adenohipdfisis, o que reducira la

produccion de testosterona en las células de Leydig.

Pero también, a la inversa, una concentracion baja de testosterona
permite al hipotalamo aumentar la secrecidon de GnRH, y ésta estimular la
liberacién de FSH y LH vy, con ello, aumentar la testosterona (Smith & Walker,
2015).

2.6 Comportamiento sexual o libido

La libido es la capacidad del macho de detectar, seguir y cubrir a una
hembra en celo y el comportamiento copulatorio que manifiesta antes y durante
el servicio (Rex & Pérez, 1993). En el carnero la capacidad para efectuar la
copula y la presencia de espermatozoides fértiles en el eyaculado ocurre entre
los 112 y 185 dias de edad cuando el animal alcanza del 40 al 60% de su peso
vivo de adulto (Valencia & Bustamante, 1986). En el macho cabrio bajo buenas
condiciones sucede entre los 5y 7 meses de edad, esta actividad se asocia con

el incremento en la concentracion sérica de testosterona (Corteel, 1994).

La testosterona es esencial para el desarrollo de los 6rganos sexuales y
el mantenimiento del comportamiento sexual, la cual se secreta en cantidad
creciente antes de la pubertad, como consecuencia, las adherencias del
prepucio con el pene desaparecen gradualmente, primero en el proceso uretral y
después en la regidén del glande y cuerpo del pene (Valencia & Bustamante,
1986).

La activacion estacional del eje reproductivo estimula el aumento de la
produccion de testosterona por los testiculos, lo que a su vez provoca la
expresion de libido (Perkins & Roselli, 2007). Los machos tienen variaciones
significativas en las concentraciones de testosterona a lo largo del afio, que van

desde niveles bajo el umbral en temporadas no reproductivas y sobre el umbral



en temporadas reproductivas, determinando la manifestacion de la conducta

sexual y agresividad en estas dos temporadas (Orihuela, 2014).

La disminucion de la duracion del dia estimula la liberacion de
gonadotropinas, que impulsan la gametogénesis y la secrecidon de hormona
gonadal de esteroides tanto en machos como en hembras. En latitudes
templadas, el macho cabrio muestra mayor libido en otofio e invierno,
coincidentes con la reanudacion de la actividad ovéarica de la hembra, se
requieren altas concentraciones de testosterona para la manifestacion de libido.
La testosterona se convierte en estradiol por la aromatasa del citocromo P450
dentro del sistema nervioso central, éste metabolito es en si el responsable del
comportamiento sexual. La aromatasa se enriquece dentro de las regiones
cerebrales importantes para el control de los comportamientos reproductivos
masculinos (Perkins & Roselli, 2007).

2.6.1 Evaluacion comportamiento sexual

En condiciones de monta natural, el macho caprino busca a la hembra en
calor o préxima a estarlo mediante el olfateo de la regién perineal y la parte
trasera de los muslos, cuando el macho detecta a la hembra en estro o proestro
permanece junto a ella e inicia el cortejo (Delgadillo, 2011), el patron de
comportamiento que se observan con mayor frecuencia es el “flhemen”, en el
cual el macho eleva el labio superior curvandose hacia atras con los orificios
nasales externos, boca ligeramente abierta y cabeza y cuello extendidos hacia
adelante y arriba (Rex & Pérez, 1993). Otros actos que se observan son golpes
en los flancos con las patas, frotan la cara contra el flanco de la hembra e
intentos de monta para la copula y la cépula (Herrera et al., 2005).

Algunos autores han realizado evaluaciones de libido en machos caprinos
como Ford et al. (2009), calificaron la libido de machos caprinos de la raza Boer
y Kiko, se evaluo a intervalos semanales durante cuatro semanas, se registro el
tiempo de reaccion en segundos, medido como la cantidad de tiempo entre el

primer contacto con la hembra y el primer montaje falso con el pene erecto. El
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puntaje fue de -2 a + 2: -2 no monta; -1 intento de monta deslizandose; 0 monta

entre deslizamiento y salto; 1 monta con salto; +2 salto con gran entusiasmo.

En otro estudio sobre evaluacion de libido, utilizaron cabras anovulatorias
para evaluar el efecto macho y calificaron el comportamiento sexual de los
machos caprinos. Los machos se fueron introduciendo aleatoriamente con las
cabras durante dos horas consecutivas y por cinco dias, durante ese tiempo se
registraron los olfateos anogenitales, pataleos, intentos de monta, montas con y

sin eyaculacion y automiccion (Veliz et al., 2002).

2.7 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso largo y complejo, controlada
hormonalmente en el cual se producen millones de espermatozoides cada dia
en mamiferos postpuberales en donde las células germinales sufren una serie
de divisiones (mitosis y meiosis) (Valli et al., 2015), vy diferenciaciones
(espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios,
esperméatides tempranas y espermatides tardias), resultando en la formacién de
espermatozoides haploides. El ciclo espermatogénico comienza en el inicio de la
pubertad y se repite a un intervalo fijo a lo largo de la vida del animal
(Youngquist & Threlfaell, 2007).

La regulacién del proceso espermatogénico involucra ademas de los
androgenos testiculares, a las hormonas hipofisiarias LH y FSH. Estas ultimas
tienen sitios de accion separados en los testiculos y trabajan en conjunto para
controlar la espermatogénesis (Courot & Ortavant, 1981). La FSH actia sobre
las células de Sertoli para activar la expresion génica y vias de sefializacion para
el proceso de produccién del esperma, la LH actia sobre las células de Leydig
para promover la produccién de testosterona esencial para mantener la
espermatogénesis (Valli et al., 2015). La testosterona actua sobre las células de
Sertoli que estan en contacto con las células germinales para regular la
expresion de los genes y la activacion de las vias de sefalizacion que se

requieren para sostener la espermatogénesis. La diferenciacion de
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espermatogonia a espermatozoide es regulada por las células de Sertoli (Jeong
& Kaiser, 2006).

La espermatogénesis consta de tres etapas: Espermatocitogénesis.-
Division mitotica de las espermatogonias y diferenciacién a espermatocitos
primarios. Meiosis.-Divisibn de espermatocitos primarios para dar origen a
espermatocitos secundarios (primera division meidtica) y division de
espermatocitos secundarios para dar origen a espermatidas (segunda divisidon
meidtica). Espermatogénesis.- Cambios morfolégicos de las espermatidas para
transformarse en espermatozoides. Cada una de estas etapas abarca
aproximadamente un tercio de la duracion total de la espermatogénesis. Los
espermatozoides completamente formados son liberados de las células de
Sertoli hacia la luz del tubulo seminifero mediante el proceso llamado
espermiacion. Los espermatozoides liberados a la luz del tubulo son inmaduros
y necesitan del transito por el epididimo para adquirir la madurez funcional

(Dadoune y Demoulin, 1993).

La produccion de espermatozoides se da en los tubulos seminiferos,
después de salir de éstos, los espermatozoides maduros atraviesan el red de
testis, el ducto eferente, la cabeza del epididimo, el cuerpo del epididimo y en la
cola del epididimo, que sirve primariamente de sitio de almacenamiento hasta la
eyaculacion . El esperma que pasa a través de estos conductos es inmovil, asi
gue su transporte se realiza sobre todo por contracciones peristalticas de las
células del musculo liso que rodean los conductos. El transporte se completa
dentro de 10 a 15 dias (Youngquist & Threlfaell, 2007).

2.8 Examen del tracto reproductivo y evaluacion para semental

caprino
2.8.1 Examen del tracto reproductivo

Los testiculos son los primeros a evaluar, se debe examinar el tamario, la
simetria y la consistencia. Es importante tener las variaciones estacionales en el

momento en que se hace la evaluacién. Los testiculos blandos y pequefios
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suelen observarse durante la época no reproductiva. Se debe palpar el
epididimo; la cabeza, el cuerpo y la cola, se evalia tamafio, forma vy

consistencia.

La circunferencia escrotal es una parte integral en la evaluacién
reproductiva del macho caprino debido a su correlacion con el tamafio testicular
y la capacidad para la produccion de esperma. Se usa una cinta métrica para

ésta evaluacion, midiendo el escroto en el punto de su mayor diametro.

El pene se debe exteriorizar para realizar el examen cuidadoso,
extendiendo la uretra mas alla de la punta del pene, se buscan anormalidades,
tamano, color y consistencia (Youngquist & Threlfaell, 2007).

2.8.2 Evaluacién de semen

El semen puede ser recolectado usando una vagina artificial (VA) o con
electroeyaculador. No se necesita estimulo exégeno cuando el semen es
colectado con VA, sin embargo el macho debe ser entrenado para usar la VA

usando una hembra en estro para montar.

Muchos factores se incluyen para evaluar la calidad seminal como el
volumen, motilidad, concentraciéon y la morfologia de los espermatozoides. Tanto
la cantidad como la calidad de semen pueden variar con la edad, la estacién y la

raza e incluso entre individuos de la misma raza.

2.8.2.1 Volumen

El volumen se mide en mililitros directamente del vial graduado de coleccion.

Este pardmetro es confiable sélo para los eyaculados recolectados con una VA.

2.8.2.2 Color

El color del semen depende del nimero de espermatozoides por mililitro y
puede variar de suero (<0,1 x 109 / ml) a lechoso (0,5-1,5 x 109 / ml) a cremoso
(2,5x4x109/ml) .
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2.8.2.3 Motilidad

Se coloca una gota pequefia (~ 10ul) de semen fresco sin diluir sobre una
lamina de vidrio precalentada (37 ° C) sin cubreobjetos y se observa el
movimiento de la onda utilizando un objetivo de contraste de fase 10 x (aumento
x 100). Una estimacion del vigor de la onda se clasifica de la siguiente manera:
muy buena ( remolinos vigorosos), buena (remolinos lentos), razonable (sin
remolinos, pero oscilacion generalizada) o pobre (Esporadicos remolinos)
(Youngquist & Threlfaell, 2007).

2.8.2.4 Concentracién

La concentracibn de los espermatozoides y sus caracteristicas de
desplazamiento (proporcion de células moviles y patron de movimiento) son los
indicadores mas importantes de la calidad del semen. La viabilidad de los
espermatozoides comunmente se estima microscopicamente en forma subjetiva
midiendo su motilidad masal, el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva (semen diluido) y la velocidad de desplazamiento de las células
espermaticas, y la transmigracion de los espermatozoides (Schafer & Holzman,
2000).

2.8.2.5 Morfologia

La morfologia se examina habitualmente con tinciébn de eosina-nigrosina
para resaltar las células. Se cuentan 100 células, diferenciando células normales

de anormales.

Las anomalias de los espermatozoides incluyen: esperma decapitado,
colas enrolladas, acrosoma en forma de nudo o plano, acrosoma arrugado; esto
puede reflejar un problema nuclear que impide la fijacién de la zona por la célula
espermatica, cabezas gigantes o pequeiias, gota citoplasmatica proximales; esto

surge en el epididimo e indica un problema de maduracién. (Eilts, 2004).
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2.9 Trabajos realizados con GnRH sobre la actividad reproductiva

Diversos investigadores han realizados trabajos en rumiantes aplicando
agonistas de GnRH para conocer los efectos que tiene ésta hormona sobre el

eje hipotélamico- hipofisiario sobre la actividad reproductiva.

2.9.1 Hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)

La GnRH pertenece a un grupo de neuropéptidos originalmente
descubierta y aislada con éxito como factores de origen hipotalamico (Schneider
et al. 2006) que se une a receptores de alta afinidad en los gonadotrofos de la
pituitaria y controlan las secreciones y sintesis de la hormona luteinizante (LH) y
la hormona foliculo estimulante (FSH), que a su vez modula la esteroidogénesis

y la gametogénesis (Ortmann & Diedrich, 1999).

En algunas especies como caninos y felinos se ha demostrado que la
administracion a largo plazo de agonistas de GnRH produce una
desensibilizacion de la pituitaria a los efectos estimulantes de la GhRH. Después
de una estimulacion inicial, los implantes de GnRH de liberacién lenta conducen
a la regulacién negativa de los receptores GnRH hipofisarios lo que resulta en
una secrecion de gonadotropina significativamente reducida y como
consecuencia en una pérdida funcional de actividad ovarica y testicular
(Goericke et al., 2011).

Sin embargo en trabajos realizados en rumiantes no se ha encontrado

esta desensibilizacién a los gonadotropos.

Jiménez-Severiano et al. (2007) compararon la respuesta de secrecion de
LH y testosterona entre carneros y toros, durante y después de un tratamiento a
largo plazo con analogos de GnRH, resultando en un aumentd en las
concentraciones basales de LH y testosterona tanto en carneros como en toros,

con un mayor incremento relativo en los toros.
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Aspden et al. (1997) trataron toros con deslorelina, durante el experimento
la testosterona plasmatica de estos toros se elevo, asi como las

concentraciones de LH.

Fray et al. (1995) investigaron la respuesta a infusiones subcutaneas de
GnRH en ovejas lactantes aciclicas, la infusion de GnRH indujo a la liberacién

de LH produciendo una ola preovulatoria de LH por consiguiente la ovulacion.

Estos trabajos realizados en rumiantes con GnRH demuestran que no

ocurre tal desensibilizacion a los receptores de gonadotropos.
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion de testosterona o aplicacion
continua de una dosis baja de GnRH sobre el comportamiento sexual y la
actividad espermatogénica y endocrina testicular en machos caprinos fuera de

estacion reproductiva.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Evaluar el comportamiento sexual o libido en los machos cabrios tratados

con la administracién de testosterona o aplicacion continua de GnRH.

3.2.2 Evaluar las caracteristicas del eyaculado (actividad espermatogénica) asi
como la funcién endocrina (testosterona) de los machos cabrios tratados con
testosterona y GnRH.

IV. HIPOTESIS

4.1 La aplicacién parenteral de testosterona incrementard la libido de machos
caprinos fuera de estacion reproductiva pero afectara su calidad seminal.

4.2 La aplicacion continua de GnRH a dosis baja incrementara la libido y la
calidad seminal de machos caprinos fuera de estacion reproductiva.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Ubicacidén geografica

Las actividades experimentales se realizaron en el Campus Amazcala de
la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ, que se localiza en el municipio El
Marqués Querétaro, Qro. a 20°1' de latitud norte, y 100°36' de longitud oeste.

La altitud de este sitio es de 1900 m sobre el nivel del mar, su
temperatura y  precipitacion media anual es de 18°C y de 570 mm,
respectivamente (INEGI, 2012).

5.2 Manejo de animales y disefio experimental

Se utilizaron 8 machos postpuberales de la raza Nubia con un promedio

de 13 meses de edad, 35.4 kg de peso vivo y 21.8 cm de circunferencia escrotal.

La condicion postpuberal se confirmé a partir de las caracteristicas de
eyaculados colectados mediante vagina artificial previo al inicio del periodo

experimental.

La fase de campo del periodo experimental fue de abril del 2016 a junio
del mismo afio. Esto abarcé las fases de depresion y de activacion de la
actividad sexual dentro del ciclo anual reproductivo para machos de la raza

Nubia en la latitud donde se realiz6 el trabajo (Escalante, 2016).

Durante la fase de depresiéon de la actividad sexual (abril), los animales
fueron asignados aleatoriamente a un grupo control (CONT, n=2), o0 a uno
tratado con testosterona (TEST, n=3; 30 mg i.m. de testosterona cada tres dias
durante tres semanas) o continuamente con GnRH (GnRH, n=3; insercion s.c.
de bomba osmotica calibrada para liberar 250 ng/h de GnRH, recambio semanal
y periodo de tratamiento de 3 semanas).
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5.3 Evaluacién del comportamiento sexual

Una vez a la semana, a partir del inicio de los tratamientos y durante un
total de 13 semanas, se realiz0 la estimacion de intensidad de libido mediante
pruebas en las cuales se determind el tiempo que los machos mantenian el
interés sexual por hembras en anestro; se introdujeron 2 machos de diferente
grupo de tratamiento con 10 hembras en anestro durante 20 minutos y se fue
registrando el tiempo (min) en que los machos mantenian el interés sexual por
las hembras (montas, intento de montas, pataleo, lengiieteo, miccion y flehmen).
Para cada prueba se hicieron videofilmaciones, las cuales posteriormente se
evaluaron con mas detalle. Una de las videofilmaciones no se considero en el
analisis de resultados, debido a que se determin6é que en el grupo de hembras
se encontraba una aparentemente en estro; esto con el fin de evitar el

confundido de estimulacién hembra-macho.

5.4 Toma y analisis de muestras

Para caracterizar la actividad endocrina testicular, se colectaron
semanalmente muestras de sangre de la vena yugular mediante tubos
vacutainer con EDTA; una serie de 4 muestras de sangre a intervalos de 20 min.
Las muestras se centrifugaron para obtener el plasma sanguineo, del cual
posteriormente se determinaron las concentraciones de testosterona mediante
un estuche comercial (TESTO-CT2, Kit-RIA, Cisbio).

5.5 Evaluacion de semen fresco

Quincenalmente se colectaron eyaculados mediante vagina artificial, para
evaluar la motilidad progresiva (MP), concentracion espermatica (CNC) y
volumen seminal (VOL). Se registré la circunferencia escrotal (CE) y el peso vivo
(PV).

19



5.6 Analisis Estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados fue por ANDEVA para un modelo
mixto de observaciones repetidas en donde el Tratamiento fue el factor de
parcela y el Tiempo y la interaccion Tratamiento/Tiempo factores de sub-parcela;
PV se us6 como covariable para CE y la MP se transformo a arcoseno de la raiz

cuadrada de la proporcién para su analisis con el fin de normalizarla.
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VI. RESULTADOS

6.1 Duracio6on del interés sexual

El interés sexual de los machos caprinos se vio influenciado por el tiempo (P
<0.01) y la interaccién de tratamiento por el tiempo (P <0.05). En la Fig. 1 se
presentan las medias de la interaccion. Como puede observarse, en el periodo
coincidente con las semanas de aplicacion de tratamientos (inicio 4 de abril,
término 22 de abril), fue cuando se presentaron diferencias entre grupos
experimentales en esta variable; durante la 2nda semana en tratamiento el
grupo en que se aplicO testosterona presentd la mayor duracion de interés
sexual (10 min?), seguido por el de GnRH (7.8 min@) y por ultimo el Control (4.2
min®) (P <0.05).

inicio fin Interés sexual
tx
14
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s s 98 GnRH
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Fig. 1. Medias de cuadrados minimos (£ e.e.m.) de la duracién del interés sexual por hembras en
anestro a través del tiempo, en machos caprinos con aplicacion de Testosterona exdgena,
administracion continua de GnRH o Control sin tratamiento. Tratamiento P= 0.95 , Tiempo P=
0.005, Interaccion Tratamiento x Tiempo P= 0.03

El aumento en duracion del interés sexual se mantuvo durante la 32 semana en
tratamiento en el grupo con testosterona (8 min, P<0.05), y no asi en el grupo
GnRH (2.5 min), el cual presentdé un valor similar al Control (2.25 min). Dos
semanas posteriores al término de tratamientos (4 de mayo), todos los grupos
presentaron una baja duracion del interés sexual la cual no fue diferente entre
grupos (4.6 min; P >0.05). A partir de ese momento, los animales de los 3
grupos experimentales mostraron un incremento gradual en el valor de esta
variable, el cual al final del experimento (22 junio) fue mayor en el grupo Control

(5.32, 6.02 y 9.0° min en grupos Testosterona, GnRH y Control).
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6.2 Calidad seminal

El volumen seminal (Fig. 2 A), la motilidad progresiva individual (Fig. 2 B) y la
concentracion espermatica (Fig. 2 C) no se vieron influenciadas por los efectos
de Tratamiento ni por la interaccion Tratamiento x Tiempo (P >0.05), sin
embargo, el factor Tiempo si influencidé estas variables (P <0.01). En los tres
casos se observd un incremento en el valor de las respuestas a medida que
pasaba el tiempo sin que este patrén fuera diferente entre los grupos de
tratamiento (volumen de 0.34 a 1.39+£0.13 ml; motilidad progresiva de 43.5 a
70.0£3.5 % y concentracion espermatica de 1.7 a 3.18+0.39 x 10° células

espermaticas).
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C)

Concentracién espermatica

6000
4000
2000

Espermas x10%/ml

13/04 27/04 8/05 18/05 3/06 16/06 30/06

Semana

Control = = Testosterona =***°°* GnRH

Fig 2. Medias de cuadrados minimos (+ e.e.m.) de variables de calidad seminal, (A) Volumen
seminal; B) Motilidad progresiva individual; C) Concentracién espermatica a través del tiempo en
machos caprinos con aplicacion de Testosterona exdgena, administracion continua de GnRH o
Control sin tratamiento. Tiempo, P<0.01; Tratamiento y Tratamiento x Tiempo, P >0.05.

6.3 Testosterona plasmatica y Circunferencia Escrotal

La concentracion plasmatica de testosterona y la circunferencia escrotal (CE) se
vieron influenciadas por el Tiempo (P <0.01), pero de manera diferente entre
tratamientos para el caso de testosterona plasmatica (Tratamiento x Tiempo
P=0.05) y con una tendencia de efecto de la interaccién Tratamiento x Tiempo
para CE (P=0.10); Fig. 3.

El efecto de interaccion sobre testosterona plasmatica, se expreso sobre todo
durante el periodo de aplicacién de tratamientos, y de manera menos evidente,
en algunas semanas después de que estos fueron suspendidos; el grupo con
aplicacién parenteral de testosterona presentd un incremento de testosterona
plasmatica con respecto a los grupos GnRH y Control durante la 2" (12 abril) y
3¢ semana (19 abril) en tratamiento, asimismo, mostré una ligera disminucién
en esta variable en la 3™ (10 mayo) y 82 semana (14 junio) después de que el
tratamiento fue suspendido. Los grupos GnRH y Control mostraron un perfil
similar de concentraciones plasmaticas de testosterona a través del periodo

experimental.
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La CE mostro un incremento gradual a traves del periodo experimental en todos
los grupos experimentales, pero durante la 4% semana (17 mayo) después de
terminados los tratamientos, este incremento fue menor en el grupo tratado con
testosterona parenteral. Asimismo, durante la 62 (31 mayo) y 82 (14 junio)
semana el incremento en el grupo tratado con GnRH fue mayor que en los otros

grupos experimentales.

A)
Testosterona plasmatica
_ 30
E 20
€ 10
0
05/04 12/04 19/04 26/04 3/05 10/05 17/05 24/05 31/05 7/06 14/06 21/06 28/06
Semana
— Control == == Testosterona ****** GnRH
B)
Circunferencia escrotal
26
g 24
Y 22
20
05/04 19/04 3/05 17/05 31/05 14/06
Semana

w— Control == == Testosterona ***°*** GnRH

Fig. 3. Medias de cuadrados minimos ( e.e.m.) de testosterona plasmatica (A) y circunferencia
escrotal (B) a través del tiempo en machos caprinos con aplicacion de Testosterona exdgena,
administraciéon continua de GnRH o Control sin tratamiento. Tratamiento, P >0.05; Tiempo,
P<0.01; Tratamiento x Tiempo CE (P =0.10) 'y Testosterona (P=.05).
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VIl. DISCUSION

7.1 Libido

Durante la inactividad sexual de los machos caprinos, la secrecion de LH y
testosterona, el peso testicular y la produccion espermatica se encuentran
disminuidos (Carrillo et al., 2010; Delgadillo et al., 2001), por lo tanto, en dicho
periodo, el comportamiento sexual de los machos se ve reducido; el nUmero de
montas disminuye y las copulaciones pueden desaparecer totalmente (Carrillo et
al., 2010). Es por esto que para este experimento, se buscé desarrollar un método
para activar la libido de machos caprinos durante su etapa de inactividad sexual,

sin causar efectos negativos que comprometan su actividad como sementales.

Los resultados obtenidos a partir de la segunda semana, en el grupo de
testosterona, indican que la aplicaciébn exdgena de la misma a los machos
caprinos inactivos, provoca una actividad sexual claramente definida, como era de
esperarse (Luna-Orozco et al., 2012; Vera-Avila et al., 2017); para esta variable
fue el control positivo, el tratamiento que aumento la libido durante las primeras
semanas, que fue el tiempo que duraron las aplicaciones, sin embargo el efecto
fue corto; lo que indica que la testosterona exdgena en la temporada no
reproductiva es capaz de estimular el comportamiento sexual en el macho, pero
en cuanto es suspendido el tratamiento regresan a una inactividad sexual; es decir
el efecto de cada inyeccion de testosterona del protocolo, dura menos de una
semana. Cabe sefialar que la variable utilizada para reflejar la intensidad de libido,
duracion del interés sexual por hembras en anestro, mostré ser adecuada para
marcar diferencias entre los controles negativo (Grupo Control) y positivo (Grupo

Testosterona) del experimento.

Tres semanas después de terminados los tratamientos (12 mayo), el grupo
testosterona tuvo aumentos en el tiempo de interés sexual coincidente con el
grupo control, lo que sugiere, estaban saliendo de la etapa de depresion sexual
para iniciar la época reproductiva, la cual algunos autores reportan que esta época

comienza en los meses de mayo y junio (Escalante, 2016).
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Durante las semanas de tratamiento, el grupo control se mantuvo bajo en el
comportamiento sexual, no mostraban interés por las hembras usadas para el
experimento, lo que denota un claro ejemplo de que estos animales se
encontraban en la época de depresion de la actividad reproductiva.
Posteriormente se observdé un aumento gradual en el tiempo de interés sexual,
otro claro ejemplo de que los machos de raza Nubia en la latitud en que se hizo el

experimento expresan estacionalidad reproductiva.

Para el caso del grupo de GnRH, el tiempo de interés sexual que mostraron los
machos aumentaba a un nivel similar que el grupo testosterona, sin embargo este
comportamiento disminuy6é hacia la 3era semana en tratamiento, para después
mostrar un comportamiento similar al grupo control, nuevamente indicando el
efecto de la estacionalidad, pero este comportamiento muestra que no hubo alguin
efecto negativo por la aplicaciéon de GnRH, como lo es la desensibilizacién a los
gonadotropos. Este fendmeno de desensibilizacion es complejo y no bien
conocido, pero la administracion continua de GnRH ha resultado efectiva y
reversible como una alternativa a la castraciébn quirdrgica en perros, gatos y
hurones (Mir & Fontaine, 2012).

La administracion continua por periodos largos de analogos de GnRH resulta en la
desensibilizacion de la pituitaria a los efectos de la GnRH la cual conlleva a una
disminucién de la liberacién de gonadotropinas, como consecuencia una pérdida

de la funcion testicular (GoOmez-Alzugaray, 1999).

Existen productos comerciales de analogos de GnRH, como el implante de
buserelin Profact® o el implante de deslorelina Suprelorin® (Virbac), los cuales
tienen efectos seguros para la castracion farmacoldgica en animales de compafia
(Goericke-Pesch, 2010). Sin embargo en rumiantes este proceso de
desensibilizacion a los gonadotrépos no ha sido evidenciado. Jimenéz et al. en el
2006 realizaron un trabajo en el cual comparan la respuesta en las caracteristicas
de secrecibn de LH, FSH y testosterona de carneros y toros durante un
tratamiento de periodo largo de 28 dias, utilizando analogos de GnRH. Estos

autores, obtuvieron respuestas a partir de las cuales se puede concluir que, la
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administracion continua de analogos de GnRH no causa desensibilizacion de los

gonadotrépos en machos bovinos y ovinos.

La tasa de liberacion de GnRH que se utilizé en el presente trabajo se seleccion6
en base al trabajo de Fray et al. (1995), en el cual hicieron ovular a un grupo de
ovejas aciclicas con infusiones subcutaneas de GnRH a una tasa de liberacion de
250 ng/h considerada como una dosis baja. En esa investigacion, se demostro que
con dosis bajas de GnRH se pudo incrementar las concentraciones de LH de
manera suficiente como para promover una ola preovulatoria de LH y asi inducir la

ovulacion.

Con una tasa de liberacion similar se logré incrementar la libido, expresada como
la duracion de interés sexual por hembras en anestro, en los animales del grupo
GnRH. Sin embargo, este efecto no fue persistente, lo cual podria estar
relacionado con el hecho de haber usado una dosis baja de GnRH, aspecto que
seria interesante probar en trabajos posteriores.

La estrategia de este disefio experimental para el grupo de GnRH fue actuar a
nivel hipotalamo-hipofisis y asi conseguir buenas concentraciones de testosterona.
Por consiguiente, los machos tratados mostrarian buena libido, ya que el control
hormonal de la actividad reproductora en el macho se debe a la GnRH, la cual es
secretada de manera pulsatil por el hipotalamo, para estimular a la hipdfisis y
generar secreciones pulséatiles de LH para actuar en el testiculo (Restal et al.,
1992). De esta manera, se lograria resolver el problema de depresion de libido y
ademas aumentar las concentraciones intratesticulares de testosterona mejorando
eventualmente la actividad espermatogénica. Lo anterior, sin aumentar
directamente el tono de retroalimentacién negativa para GnRH/LH como podria

suceder con la administracion exdgena de testosterona.

7.2 Calidad seminal

Cambios en la calidad del semen, el didmetro testicular y el nivel de secrecién
hormonal (LH, FSH, T) son indicadores de estacionalidad de la actividad sexual de

machos caprinos (Aller et al., 2012). En los valores encontrados en este trabajo
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para las variables de calidad seminal (VOL, MP y CONC), se observan estos
cambios, un comportamiento normal por el efecto combinado de la estacionalidad
reproductiva (Escalante et al.,, 2016) y de la maduracién sexual de los machos

experimentales que eran animales jovenes aun en crecimiento.

Los valores de calidad seminal en machos caprinos de razas estacionales
presentan variaciones a través del afio con incrementos entre la primavera y el
otofio (Castilla, 2006). Asimismo, en machos jovenes se presenta un incremento
en los valores de calidad seminal como reflejo del proceso de madurez sexual que

culmina a los 3-4 afios de edad (Ariciaga-Gonzalez et al., 2008).

Tanto calidad y cantidad de semen pueden variar con la edad, la temporada,
temperatura, raza e incluso entre individuos de una misma raza, ademas de por el
método de obtencidn del eyaculado, ya sea por electroeyaculacion o vagina
artificial. El volumen medio de un eyaculado en ganado caprino es de 1 ml (0.5-1.5
ml), obteniéndose mayor volumen por medio de VA (Cortés, 2014; Memon et al.,
2015), con wuna concentracion media estimada de 25 a 3.0 x 10°
espermatozoides/ml (Cortés, 2014). Similar a los valores encontrados en los

eyaculados de los machos caprinos del experimento (Fig. 2).

Para el grupo de testosterona exégena, se sospechaba que ésta hormona podia
afectar las calidad seminal debido al efecto de retroalimentacion negativa que
ejerce la hormona en el eje hipotalamo-hipofisis, inhibiéndose de forma indirecta la
secrecion de GnRH y a su vez provocando una disminucion en la secrecion de LH
adenohipofisiaria y produccion de testosterona por las células de Leydig, esencial
para mantener la espermatogénesis (Tilbrook & Clarke, 2001; Smith & Walker,
2015).

La LH y la FSH tienen sitios de accion separados en los testiculos y trabajan en
conjunto con la testosterona intratesticular para controlar la espermatogénesis
(Goyal & Memon., 2007). Si bien la FSH actua sobre las células de Sertoli para
activar su funciones, en el individuo post-puberal es mas bien la testosterona intra-

testicular la que regula la funcion de estas células y su actividad para mantener la
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espermatogénesis; por lo tanto es esencial que se mantenga un patrén adecuado
de secrecion de LH para que por estimulacion de las células de Leydig, células
blanco para esta gonadotropina, se mantengan concentraciones intra-testiculares
adecuadas de testosterona (Valli et al., 2015). En consecuencia, se esperaba una
alteracion en la calidad seminal en el grupo con administracion exégena de
testosterona y asociado a un aumento en el tono de retroalimentacién negativa
sobre GnRH/LH ejercido por esta hormona y a la disminucion de testosterona
intratesticular. Sin embargo este efecto no se presento al menos lo que constituyo

el periodo experimental.

Eventualmente la actividad epididimal también podria verse afectada en el grupo
con testosterona, ya que la maduracion espermatica en el epididimo es
dependiente tanto de la testosterona sistémica, como de la testosterona testicular
qgue llega directamente al epitelio epididimal a partir de los tibulos seminiferos,
acarreada por la proteina ligadora de andrégenos (ABP) que a su vez secreta la
célula de Sertoli estimulada por la testosterona intra-testicular (Robaire & Hinton,
2015).

Benoit (1926) demostr6 que la funcién del epididimo y la maduracién y
supervivencia de los espermatozoides dentro de él dependian de las hormonas
secretadas por el testiculo, algunos de los cambios de maduracion, como la
motilidad, pueden ser intrinsecos a la célula espermatica y desarrollarse con el
tiempo, mientras que otros, como la capacidad de interactuar con el Ovulo,
dependen del ambiente del epididimo. Esta Ultima est4d condicionada por

androgenos testiculares (Robaire & Hinton, 2015).

Cabe recalcar que la espermatogénesis es un proceso largo que dura
aproximadamente 60 dias en los machos caprinos (Valli et al., 2015). Por eso, es
importante que, para valorar posibles efectos negativos de algun tratamiento sobre
la calidad seminal, se realicen evaluaciones a corto (efecto solo sobre maduracion
epididimal) y mediano-largo plazo (efecto sobre maduracion epididimal y/o
espermatogénesis). Eso no fue el caso del trabajo de Angel-Garcia et al. (2014),

quienes realizaron una sola evaluaciéon de semen al final de un tratamiento con
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testosterona similar al de este trabajo y no encontraron efectos detrimentales en
su calidad. Los hallazgos del presente trabajo corroboran y expanden lo anterior,
al no haber encontrado efectos negativos sobre la calidad seminal durante y hasta

10 semanas posteriores a la aplicacion de testosterona exdégena por 3 semanas
(Fig. 2).

Los resultados de calidad seminal en el grupo testosterona, sugieren que no hubo
un efecto importante sobre el tono de retroalimentacion negativa para la secrecion
de GnRH/LH.

En cuanto al grupo de GnRH tampoco se observd un efecto sobre la calidad

seminal.

Lo que se esperaba al inicio del estudio era que la aplicacién de GnRH tuviera un
efecto positivo sobre la calidad seminal, al actuar directamente en el eje
hipotalamo-hipdfisis. Sin embargo, los valores encontrados no mostraron una
mejora en comparacion a los otros grupos, no se observaron efectos negativos ni

positivos sobre la calidad seminal en este grupo.

Una posibilidad por la cual no se encontr6 un efecto positivo para la calidad
seminal pudiera ser por la dosis aplicada, la cual se basé en el trabajo de Fray et
al. (1995). La seleccion de una dosis baja de GnRH para el presente trabajo se
hizo para disminuir la posibilidad de generar un efecto de desensibilizacion hacia

la hormona liberadora.

El incremento en los valores de calidad seminal que se observé a través del
tiempo (Fig. 2), probablemente refleja un efecto estacional dado la época del afio
en que se realiz6 el experimento (Escalante et al., 2016). Los autores anteriores,
evaluaron los cambios de calidad seminal a través del afio en machos caprinos de
diferentes razas, encontrando un patrén similar entre razas, con incremento en los
valores de calidad seminal a partir de mayo, valores maximos en noviembre y
luego disminucién hasta abril del siguiente afio. Otros autores encontraron valores

maximos para calidad seminal en machos caprinos para los meses de julio y
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agosto, pero de igual manera comenzando su patron de cambio a partir de mayo
(Carrillo et al., 2010).

7.3 Testosterona Plasmaética y Circunferencia Escrotal

La testosterona plasmatica y la CE presentaron cambios a través del periodo
experimental, que fueron (P <0.05) o tendieron (P =0.10) a ser diferentes entre

grupos de tratamiento (Fig. 3).

La administracion parenteral de testosterona provocd, como era de esperarse, un
incremento en las concentraciones plasmaticas de la hormona durante las
semanas en que se administro la hormona en el grupo correspondiente. Durante
ese mismo periodo, los valores de testosterona plasmatica se mantuvieron mas
bajos en los grupos control y GnRH, manteniéndose asi hasta principios de mayo
(Escalante et al., 2016). En el grupo testosterona la concentracion plasmatica de la
hormona regreso6 a valores similares al control a los 4 dias de haber terminado el
tratamiento, lo cual resalta la necesidad de reinyectar a los machos si se desea

mantener el efecto de la hormona.

Durante el periodo de depresidén de la actividad sexual, la secrecion de LH, de
testosterona, el peso testicular y la produccion espermatica se encuentran
disminuidos (Carrillo et al., 2010; Delgadillo et al., 2001; Ariciaga-Gonzalez et al.,
2008). Posterior a esta etapa de depresion, entre mayo y junio comienza un
incremento de la circunferencia escrotal seguido de aumento en la actividad
endocrina y espermatogeénica testicular (Escalante et al., 2016), para llegar a un

valor maximo entre los meses de julio a septiembre (Delgadillo et al., 1999).

En machos caprinos, la concentracion plasmatica de testosterona durante la
época de menor actividad reproductiva se encuentra en un rango de entre 1 y 5
ng/ml elevandose hasta 20 a 25 ng/ml en la época de mayor actividad (Lincoln,
1989). Lo anterior, coincide en general con los valores encontrados en el presente

trabajo (valores minimo y maximo de 0.5y 30.0 ng/ml).
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Aunque en algunas de las semanas evaluadas se observd menor concentracion
de testosterona plasmatica en el grupo testosterona, este efecto fue de muy corta
duracion (una semana) y solo después de 3 y 8 semanas de suspendida la
administracion de la hormona. Este fenémeno es dificil de explicar, precisamente
por qué se presento varias semanas después de suspender el tratamiento, lo cual
hace dudar que el efecto observado hubiera estado asociado al tratamiento. En el
grupo GnRH las concentraciones de testosterona fueron similares a los animales
del grupo control durante todo el periodo experimental. Lo anterior, sugiere que los
tratamientos no provocaron una alteracion importante en el funcionamiento del eje
hipotalamo-hipofisis-testiculo en los grupos testosterona (por aumento del tono de
retroalimentacion negativa) o GnRH (por desensibilizacion a la hormona
liberadora). La ausencia de efecto de la aplicacion de GnRH sobre testosterona
plasmatica, podria estar asociada a la utilizaciéon de una dosis considerada como

baja (Fray et al., 1995), aunque esto otro trabajo.

Los cambios observados en la CE se explican al igual que en el caso de las
variables de calidad seminal por la estacionalidad reproductiva y probablemente
también por la maduracion sexual de los machos experimentales (Castilla, 2006;
Escalante et al., 2016); incremento gradual a través del tiempo durante todo el
periodo experimental. Las diferencias a favor del grupo GnRH observadas al final
del periodo experimental fueron de pequefia magnitud y observadas solo a varias
semanas después de suspendido el tratamiento con GnRH por lo que es dificil

interpretar este efecto.

32



VIIl.  CONCLUSIONES

En contraste con lo hipotetizado, la administracion de testosterona no afecto6 a
mediano plazo la calidad espermética, aunque si parecio interferir temporal y
ligeramente con el desarrollo y actividad endocrina testicular. La aplicacion
continua de GnRH a dosis baja solo estimulé temporalmente la libido, sin provocar
alteraciones en la actividad espermatogénica y endocrina testicular pero si
influenciando positivamente el desarrollo de los testiculos.

IX. IMPLICACIONES
La administracion continua de GnRH puede ser una alternativa de efecto
rapido para activar machos caprinos en reposo sexual, sin embargo, aun es

necesario establecer las dosis adecuadas para que el efecto sea duradero.
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