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Efecto de la Manipulacion de la Temperatura Escrotal sobre las
Caracteristicas Clinicas, Seminales y Endocrinas en Carneros

ErFrFeCT OF MANIPULATION OF SCROTAL TEMPERATURE ON CLINICAL, SEMINAL
AND ENDOCRINE CHARACTERISTICS IN RAMS

Wilfredo Huanca L., Luis Coronado S.2, David B. Galloway?®

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar los cambios en caracteristicas clinicas, seminales
yendocrinas en carneros con aislamiento escrotal térmico. Doce carneros Merino adul-
tos fueron distribuidos al azar en un grupo Control (n=4) y uno sometido a aislamiento
escrotal (n=8). A este grupo se le cubri6 el escroto con una bolsa de algodén cubierta con
plastico para elevar la temperatura a 39.0 °C por 48 h. Se registr6 por cinco semanas el
volumen del eyaculado, consistencia testicular, circunferencia escrotal, concentracion
espermatica, motilidad masal e individual y tasa de anormalidades. EI semen fue colecta-
do tres veces por semana por electroeyaculacion. La vena yugular fue canulada para
colectar muestras por 6 h a intervalos de 10 min para la determinacion de testosterona y
LH plasmatica mediante radioinmunoanalisis. Los resultados sefialan cambios en circun-
ferencia escrotal (de 30.43+1.1 cm al inicio a 25.00+0.5 cm en la semana 5); reduccion de la
concentracion espermatica (semana 2); motilidad masal: 0 (semana 2); motilidad indivi-
dual: 2.45+3.1% (semana 2); y 82.3+29.3% de espermatozoides anormales (semana 3). A
partir de la semana 2 disminuyen los niveles de testosterona (28083 pg/ml) y se
incrementan los de LH (0.96+0.72 ng/ml), incluyendo un mayor ndmero de pulsos. Se
concluye que el incremento de temperatura escrotal produce cambios en las caracteristi-
cas clinicas, seminales y endocrinas en el carnero.
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess clinical and seminal characteristics and endocrine
changes in rams with scrotal insulation. Twelve Merino rams were randomly distributed
into a control group (n=4) and a group with scrotal insulation (n=8), that was done with
a cotton bag coated with plastic to increase the temperature to 39.0 °C for 48 h. The
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volume of ejaculate, testicular consistency, scrotal circumference, sperm concentration,
mass and individual motility, and sperm abnormalities were recorded for five weeks.
Semen collection by electroejaculation was conducted three times per week. The animals
were cannulated in the jugular vein and blood samples were taken for 6 hours at 10 minute
intervals for testosterone and LH determination by radioimmunoassay. The results showed
changes in scrotal circumference (from 30.43+1.1 to 25.00+0.5 cm on week 5); reduction of
sperm concentration (week 2); mass motility: O (week 2); individual motility: 2.45+3.1
(week 2); and 82.3+29.3% sperm abnormalities at week 3. Testosterone concentration
decreased (280+83 pg/ml) and LH concentrations increased (0.96+0.72 ng/ml) at week 2,
including higher number of LH pulses. It is concluded that the increase of scrotal
temperature causes changes in the clinical, seminal, and in the secretion of testosterone

and LH.
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INTRODUCCION

El 6ptimo comportamiento reproductivo
de los mamiferos esta influenciado por fac-
tores nutricionales, genéticos, sanitarios y
medioambientales. Los tres primeros pueden
ser medianamente controlados; sin embargo,
el medio ambiente puede ser dificil de acon-
dicionar, y el hombre solo se puede limitar a
disefar alternativas para mejorar las condi-
ciones de alojamiento de los animales.

En el caso de mamiferos, la fisiologia
en el macho ha permitido que los testiculos,
6rganos primarios de la reproduccion, pue-
dan ser regulados acorde a los cambios
climaticos. Para su 6ptimo funcionamiento,
el testiculo requiere mantenerse a una tem-
peratura de 4 a 5 grados menor que la corpo-
ral, donde el escroto y el sistema vascular a
nivel testicular actian como elementos
termorreguladores, mediante un mecanismo
de intercambio de calor a nivel del cordon
espermatico. La arteria testicular se alarga
conforme el testiculo se desplaza al escroto,
y la elongacién es mayor que la necesaria
para poder seguir los movimientos del testi-
culo durante la regulacion térmica (Setchell
etal., 1994).
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El estrés térmico escrotal produce alte-
raciones en la funcion testicular, pérdida del
peso testicular, pérdida de células germinales,
incremento en la apoptosis celular (Lue et
al., 1999), disminucién de la concentracion,
viabilidad y motilidad espermatica (Zhu et al.,
2004; Banks et al., 2005), y una reduccion
de la capacidad fecundante de los
espermatozoides causando infertilidad tem-
poral (Setchell, 1998; Yaeram et al., 2006).

El efecto del estrés térmico sobre las
células de la linea germinal masculina depen-
de del grado de apoptosis 0 necrosis y de la
capacidad de estas células de responder al
estrés y reparar su ADN (Rockett et al.,
2001). Las células de cada una de las fases
de la espermatogénesis tienen diferentes res-
puestas al estrés térmico. Algunas células se
eliminan mediante apoptosis, mientras que
otras células germinales completan su desa-
rrollo y dan lugar a espermatozoides motiles
con dafio en su ADN (Banks et al., 2005).
Asimismo, los espermatocitos son las células
mas vulnerables al estrés térmico (Banks et
al., 2005; Paul et al., 2008).

En el ratdn, se han reportado alteracio-

nes en la sintesis de ADN, ARN vy proteinas,
asi como un empaquetamiento anormal de la
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cromatina y una reduccion de la integridad
del ADN espermatico (Banks et al., 2005),
como consecuencia del incremento de la tem-
peratura escrotal. A nivel molecular, se des-
cribe una reduccion en la expresion génica,
particularmente de genes implicados en la
reparacion del ADN vy la recombinacion, la
regulacion del ciclo celular y la respuesta al
estrés (Rockett et al., 2001).

El incremento de la temperatura a nivel
escrotal llega a causar una reduccion del 40
a 60% del tamafio del testiculo, observando-
se los principales cambios durante la segun-
da semana del tratamiento térmico (Byers y
Glover, 1984; Sanford y Baker, 1990). La re-
duccion del testiculo es atribuida a una dis-
minucion significativa del diametro del tabulo
seminifero y a una disminucion del volumen
total del tejido intersticial (Hansen, 2009).
Asimismo, se observan cambios en la con-
centracion espermatica, a partir de los 14-16
dias (Setchell, 1987; McLaren, 1998), aun-
que el volumen no se altera (Karagiannidis
et al., 2000). Igualmente, se ha reportado una
alta incidencia de anormalidades en cabeza
(50%) y cola (80%) por efecto del calor
(Williamson, 1974).

Existen pocos estudios referentes a
cambios ocasionados por el estrés térmico
sobre la secrecion de hormonas
reproductivas. En toros y verracos, el calor
origina una disminucion de las concentracio-
nes circulantes de testosterona pero estos
niveles vuelven a los niveles previos si conti-
nda el estrés térmico (Hansen, 2009). La dis-
minucion de testosterona a nivel sanguineo
puede explicarse por una disminucion en el
namero de receptores a nivel de las células
de Leydig y un incremento en los niveles san-
guineos de LHy FSH (Byers y Glover, 1984).
En hembras, el estrés térmico altera la se-
crecion de LH, alin en ausencia de ovarios,
y se sugiere que puede presentar una con-
ducta similar en el macho (Hansen, 2009).
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El presente estudio esté orientado a de-
terminar las variaciones en las caracteristi-
cas clinicas, seminales y endocrinas a nivel
testicular, en carneros sometidos a efecto tér-
mico a nivel testicular.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio y Animales

El experimento fue realizado en el Cen-
tro Clinico \eterinario de la Facultad de Cien-
cias eterinarias, Universidad de Melbourne,
Australia, ubicado en Werribege, a 35 km de
la ciudad de Melbourne. La fase experimen-
tal se desarroll6 en los meses de verano, con
una temperatura ambiental media de 35.3 £
3.8°C.

Se utilizaron 12 carneros de raza Meri-
no, con una edad promedio de 18 meses,
sexualmente maduros y en buena condicion
corporal. Los animales fueron mantenidos
bajo las mismas condiciones de manejo y ali-
mentacion, siendo colocados en jaulas colec-
tivas y con alimentacion a base de heno de
alfalfa y agua a discrecion.

Disefio Experimental

a) Fase pre-experimental: Correspondien-
te a la semana previa del experimento.
Se realizaron evaluaciones clinicas
testiculares y de las caracteristicas
seminales.

b) Fase experimental: Periodo de 35 dias,
donde el primer dia se colocaron las bol-
sas escrotales por 48 horas a 8 carneros
(grupo tratado), quedando los 4 restan-
tes sin aislamiento escrotal (grupo con-
trol).

Para el aislamiento escrotal, los testicu-
los fueron cubiertos con una bolsa de algodon
recubierta con bolsas de plastico para obtener
una temperatura escrotal de 39 £ 0.5 °C.
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Evaluaciones
Consistencia testicular

La consistencia testicular se evalud
acorde con el método de McGowan et al.
(1995). Se hicieron tres evaluaciones pre-
experimentales y cada tres dias durante la
fase experimental, conjuntamente con la co-
leccion de semen. Se consideraron valores
de 1 a 5, siendo 1 de muy baja y 5 de muy
firme y muy alta elasticidad. Los valores de
firmeza y elasticidad de 2:2, 2:3 y 3:3 fueron
considerados normales. Adicionalmente, se
midio la circunferencia escrotal, basado en la
técnica descrita por Chenoweth y Kastelic
(2007).

Coleccion y evaluacion de semen

Se hicieron tres colecciones de semen
por semana mediante electroeyaculacion
(Bailey de 6 voltios), aplicando un estimulo
eléctrico via rectal por 6 segundos, seguido
de un periodo de descanso de 2 segundos,
con reinicio de los ciclos de estimulo en or-
den creciente hasta conseguir la ereccion y
eyaculacion. El semen colectado fue mante-
nido a 35 °C.

En la evaluacion del semen se siguid la
técnica descrita por Evans y Maxell (1987),
donde se determind el volumen (ml), color,
motilidad masal (0 a 5), motilidad individual
(0 a 100%), concentracion, y porcentajes de
espermatozoides vivos y muertos y anorma-
les (cola y cabeza), mediante conteos mini-
mos de 200 espermatozoides por campo.

Determinacion de LH y testosterona

Se colectaron muestras de sangre los
dias -1, 7, 14 y 28 de la fase experimental.
Para esto, se canul6 la vena yugular el dia
previo y los animales fueron colocados en
jaulas individuales. El muestreo se realizé por
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un periodo de 6 horas, a intervalos de 10 mi-
nutos, obteniéndose un total de 36 muestras
por animal por dia de coleccion.

La muestra de sangre (10 ml) fue co-
lectada en tubos con heparina al 0.9% y fue
centrifugada dentro de los 10 minutos de su
coleccion. El plasma resultante fue almace-
nado en congelacion a -20 °C. Para el anali-
sis de LH se utilizaron todas las muestras
(n=36) y para el analisis de testosterona se
utilizé un pool de las muestras tomadas en
cada muestreo por animal. Las concentra-
ciones de LH y testosterona fueron determi-
nadas mediante la técnica de radioinmuno-
analisis utilizdndose un kit comercial de DPC
(Diagnostic Products Corporation, CA,
EEUU) de fase sélida para la determinacion
de testosterona y doble anticuerpo para la
determinacion de LH. Los niveles de
testosterona fueron expresados en pg/ml y
los de LH en ng/ml.

Andlisis Estadistico

Se utilizé la prueba T student para com-
parar diferencias entre los tratamientos en
cada semana posterior al aislamiento para las
variables en estudio.

REsuLTADOS

Evaluacion Clinica Testicular

La circunferencia escrotal fue de 30.43
cm al inicio del estudio, mostrando una re-
duccion significativa en la segunda semana
(28.19 cm; p<0.01), llegando a medir 25.0 cm
en la quinta semana, mientras que las medi-
das de circunferencia escrotal en el grupo
control no registraron cambios significativos
(Cuadro 1). Por otro lado, no se observaron
valores anormales en consistencia testicular
Cuadro 1).
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Cuadro 1. Circunferencia escrotal y consistencia testicular en carneros sometidos a estrés

térmico escrotal (39 °C) por 48 horas

) Control Aislamiento escrotal
Periodo , , —— , , ——
(semanas) Circunferencia ~ Consistencia  Circunferencia ~ Consistencia

(cmzd.e) (1a5) (cm £de.) (1ab)
Inicio 29.81+1.3° 2.0 30.43+1.1° 20
1 30.25+ 1.2° 2.0 29.61+ 1.8 20
2 30.55+ 1.3° 3.0 2819+1.2° 30
3 30.16 + 1.2° 3.0 26.10+1.2° 20
4 29.42 £ 0.6° 2.0 2558+0.6° 30
5 30.42+ 04° 3.0 2500+0.5" 20

2P superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.01)

Cuadro 2. Volumen de semen colectado y concentracion espermatica en carneros
sometidos a estrés térmico escrotal (39 °C) por 48 horas

Volumen Concentracion espermaética
(ml +d.e) (x 10%ml + d.e.)
Semanas - - ; ;
Control Aislamiento Control Aislamiento
escrotal escrotal
Inicio (0) 0.70 £0.29 0.73+0.32 2.88+0.37° 3.08 +0.43?
1 0.71 +£0.33 0.75+0.21 3.02+0.60° 2.81+041°
2 0.97 £ 0.08 0.87 £0.18 2.96 +0.42° 1.92 + 0.34°
3 0.96 +£0.10 0.92 +£0.10 3.10+0.19° 1.34 + 0.20°
4 0.86 +0.22 0.86 £0.21 3.17 +0.30? 1.41 + 0.23°
5 0.93+0.10 091 +£0.22 3.06 +0.23? 1.04 + 0.19°

*? Superindices diferentes dentro de filas en la concentracion espermatica indican diferencia

estadistica (p<0.01)

Volumen Seminal y Concentracién
Espermética

No se determinaron diferencias signifi-
cativas en volumen seminal, donde los valo-
res variaron de 0.73 a 0.92 ml en los anima-
les bajo aislamiento escrotal y de 0.70 a 0.97
en los animales del grupo control (Cuadro 2).
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La concentracion espermatica inicial fue
3.08 x 10%/ml, disminuyendo a 2.81 x 108/ml
en la segunda semana, llegando a 1.04 x 10%/
ml en la quinta semana, habiendo diferencias
significativas en relacion al grupo control
(p<0.01) (Cuadro 2).
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Cuadro 3. Motilidad masal (0 a 5) y motilidad progresiva individual (%) en carneros
sometidos a estrés térmico escrotal (39 °C) por 48 horas

Motilidad masal

Motilidad individual

Semana (05) (%)
Control A':;i?yg;to Control Aljlsi?;'tzrllto
Inicio (0) 5.6 +0.4° 5.5+0.4° 88.7 +45° 85.5 +5.2°
1 5.8 +0.5° 3.8+0.4° 85.4 +5.3° 56.3 + 4.3
2 57 +0.3 o° 85.8 + 4.4 25+3.1°
3 55 +0.4° o 85.6 + 4.5° 0°
4 5.8 + 0.3 0P 735+52° o°
5 54 +0.5° 0.3 +0.5° 83.5 + 4.2° 1.2+2.7°

**superindices diferentes dentro de filas y variable indican diferencia estadistica (p<0.01)

Motilidad Masal e Individual Progresiva

Se observan diferencias en motilidad
masal entre los dos grupos a partir de la pri-
mera semana (5.8 y 3.8, respectivamente),
llegando a niveles de 0 a partir de la segunda
semana en el grupo con aislamiento escrotal
(Cuadro 3). En lo referente a la motilidad in-
dividual progresiva, los cambios ocurren en
forma similar a partir de la primera semana,
donde la motilidad desciende a 56.3%, lle-
gando a niveles imperceptibles a partir de la
segunda semana (Cuadro 3).

Morfologia Espermatica

El porcentaje de espermatozoides anor-
males en el grupo tratado se incrementa a
partir de la segunda semana (22.8%) llegan-
do al 99% a partir de la tercera semana (Cua-
dro 4; p<0.01). La principal anormalidad pre-
sente fue de cabeza sola (2.7 a 3.5% en el
grupo control vs. 14.3 a 66.8% en el grupo
con aislamiento escrotal) y cola doblada (0.25
a 0.75% en el grupo control vs 0.8 a 13.3%
en el grupo con aislamiento escrotal).
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Cuadro 4. Presencia de espermatozoi-
des anormales (% + de) en carneros
sometidos a estrés térmico escrotal
(39°C) por 48 horas

Semanas Control Aislamiento
escrotal
Inicio (0) 83 +48*  10.8+4.4°
1 75+54% 22.8+184°
2 65+83" 823+293°
3 98+67° 99.7+0.0°
4 10.3+8.2* 991 +0.1°
5 21.0+7.3% 991+0.1°

* superindices diferentes dentro de
filas indican diferencia estadistica
(p<0.01)

Niveles Hormonales

Los niveles de testosterona disminuyen
en el grupo con aislamiento escrotal a partir
de la segunda semana (280 pg/ml) y se man-
tuvieron en esos niveles hasta el final del es-
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Cuadro 6. Concentracion (promedio + de) de hormona luteinizante (LH) plasmaética
(ng/ml) en carneros sometidos a estrés térmico escrotal (39 °C) por 48 horas

Control Aislamiento escrotal
e (ng/mi) (enpéiJ Isgrsas) (g/mi) (enPEliJ Ir??)?as)
Dia 0 0.07 £0.06 0.04£0.40 0.07 £0.06 0.04 £ 0.40
Dia 7 0.08 +£0.07 0.05+0.40 0.96 £0.72 0.92+0.33
Dia 14 0.07 £0.07 0.04£0.40 229 £0.88 1.20 £ 0.37
Dia 28 0.08 £ 0.06 0.04£0.40 211 +£0.92 1.32+ 043

Cuadro 5. Concentracion (promedio *
de) de testosterona plasmatica (pg/ml)
en carneros sometidos a estrés térmico
escrotal (39 °C) por 48 horas

Muestra Control A';;ac?:)'tzr;to
Dia 0 436+ 202° 483 +237
Dia 7 487 +219°  280+83°
Dial4  408+201°  231+67°
Dia28  459+238  201+63°

b gyperindices diferentes dentro de
filas indican diferencia estadistica
(p<0.01)

tudio (Cuadro 5). En cambio, se observa una
tendencia opuesta en los perfiles de LH, con
un incremento en la concentracion desde 0.07
ng/ml al inicio del estudio hasta 2.29 ng/ml en
el tercer muestreo y con un incremento en el
namero de pulsos de 0.04 al inicio del estudio
hasta 1.32 pulsos/6 horas en el dia 28 (Cua-
dro 6).
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Discusion

La reduccion de la circunferencia
escrotal en animales sometidos al aislamien-
to escrotal observado en el presente estudio
es coincidente con resultados de otros estu-
dios (Hochereau-de Reviers et al., 1993;
Setchell, 1998). Esta reduccion de la circun-
ferencia escrotal se explica porque la accion
del calor origina alteraciones a nivel de los
tbulos seminiferos, con una reduccion de la
luz del tubulo pero no en su longitud
(Hochereau-de Reviers et al., 1993). Estas
alteraciones del tejido testicular se deberian
reflejar en una alteracion de la consistencia
testicular; sin embargo, los resultados obser-
vados en el presente experimento no coinci-
den con lo esperado. Esto podria atribuirse a
que si bien existe reduccion de la luz de los
tlbulos, estos aun contienen espermatozoides
y, ademas, no se ha producido una reduccién
del tejido intersticial, segun ha sido sefialado
por Hochereau-de Reviers et al. (1993).

Si bien no hubo diferencias significati-

vas en el volumen seminal entre los dos gru-
pos en las cinco semanas del estudio, la con-
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centracion espermatica se vio afectada a
partir de la segunda semana (Cuadro 2). La
concentracién esperada de espermatozoides
en carneros varia entre 1.5 y 3.0 millones/ml;
sin embargo, en el presente estudio se llega-
ron a observar valores de 1.04 millones/ml.
Los espermatocitos primarios son las prime-
ras células en ser afectadas por el estrés tér-
mico, en tanto que el efecto del aislamiento
escrotal es menos marcado a nivel del
epididimo (Setchell et al., 1994), lugar de al-
macenamiento de los espermatozoides pro-
ducidos, de alli que el efecto del aislamiento
escrotal no se observo durante la primera
semana del estudio.

El efecto del incremento de la tempera-
tura sobre una reduccion de la motilidad masal
se debe a una menor concentracion de
espermatozoides y al incremento de formas
anormales y espermatozoides muertos en el
eyaculado. Asimismo, las proteinas especifi-
cas dineina y tubulina, necesarias para esti-
mular la motilidad espermatica, mediante una
accion enzimatica sobre el ATP, para produ-
cir energia necesaria para el movimiento del
axonema, se encuentran afectadas por el
aumento de la temperatura escrotal (Huang
et al., 2005).

Las anormalidades méas frecuentes en
los espermatozoides fueron las de cabezas
solas y colas dobladas, las cuales pueden
clasificarse como anormalidades primarias,
debido a que la alteracién se produce a nivel
del proceso espermatogénico (Sorensen,
1991). Las ceélulas afectadas por el estrés
térmico escrotal son las células germinales
presentes en el testiculo y que participan en
la espermatogénesis y los espermatozoides
del epididimo (Banks et al., 2005; Zhu et al.,
2004). La intensidad del efecto del estrés tér-
mico sobre las células de la linea germinal es
dependiente de la capacidad de estas células
en responder al estrés y reparar el ADN y la
posibilidad de sufrir apoptosis o0 necrosis
(Rockett et al., 2001).
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El incremento del porcentaje de
espermatozoides a partir de la segunda se-
mana posterior al aislamiento escrotal se ex-
plica porque ya se han liberado los
espermatozoides almacenados en el epididimo
y estan siendo reemplazados por esperma-
tozoides que se han desarrollado durante el
proceso de estrés térmico (Sorensen, 1991).

El incremento de la temperatura
testicular produce una reduccion del tejido
intersticial, afectando el numero de células
de Leydig (Byers y Glovers, 1984). Es asi
que una reduccion de estas células afecta la
produccion de testosterona, lo cual se vio re-
flejado en la disminucién de los niveles
plasmaticos de testosterona a partir de la se-
gunda semana del aislamiento escrotal (280
+ 83 pg/ml). Por otro lado, el comportamien-
to opuesto en la secrecién de LH se debe al
descenso de testosterona y, por lo tanto, a la
ausencia del mecanismo de retroalimentacion
negativa sobre el eje hipotalamico-hipofisario,
de modo que permite una secrecién continua
de LH, lo cual fue demostrado por Byers y
Glover (1984).

CONCLUSIONES

El incremento de la temperatura
testicular con bolsas térmicas en carneros
produce cambios en las caracteristicas clini-
cas, seminales y endocrinas. Es asi que oca-
siona una disminucion de la circunferencia
escrotal, disminucion en la concentracion de
espermatozoides, motilidad masal y motilidad
individual, y en los niveles circulantes de
testosterona. Por otro lado, incrementa el
porcentaje de espermatozoides anormales y
muertos, asi como un incremento en la se-
crecion de LH, tanto en cantidad como en la
frecuencia pulsatil.
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