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RESUMEN
En los mamiferos estacionales el ciclo reproductivo masculino es caracterizado por fases de
recrudescencia y de regresion testicular, que delimitan el periodo de actividad de
espermatogénesis. A través del paso por estas fases, la masa testicular se modifica entre un
40% y un 90%, dependiendo de la especie, debido principalmente a factores como: cambios en
el tamano de las células somaticas, la proliferacion y la eliminacion de células germinales.
Para los mamiferos en general, hay eliminacion de células germinales por apoptosis durante la
espermatogénesis, estudios realizados en un pequeno niimero de especies estacionales, indican
que el indice de apoptosis es menor durante la recrudescencia del testiculo y el periodo de
espermatogénesis, con respecto a la fase de regresion testicular. Corynorhinus mexicanus es
un murciélago estacional del que se tiene un conocimiento general sobre su reproduccion; en
particular, presenta un Gnico y asincronico ciclo de actividad al aho. La recrudescencia e
involucion testicular ocurren en primavera-verano y conllevan marcados cambios en el tamanho
de los testiculos; mientras que los cambios correspondientes del epididimo y de las glandulas
sexuales accesorias ocurren en otofio-invierno, lo que convierte a éste quirOptero en un
interesante modelo para investigar en de especies estacionales, la participacion que tiene la
apoptosis en las diferentes fases de desarrollo de los testiculos durante el ciclo reproductivo.
Los objetivos del presente trabajo fueron: precisar el patron reproductivo masculino del
murciélago C. mexicanus, con base en el registro de los cambios morfométricos de los drganos
sexuales a través del ciclo anual y, determinar la participacion de la apoptosis en relacion a los
cambios macroscopicos e histologicos del testiculo durante el ciclo reproductivo en los

individuos. En esta especie, los testiculos permanecen en posicidn inguinal permanentemente.



El periodo activo de la espermatogénesis comprende en promedio 5 meses y medio, con la
etapa de receso de noviembre a abril. El crecimiento testicular reinicia en mayo-junio, cuando
ocurre principalmente la fase proliferativa de la espermatogénesis. En julio hay actividad
meiodtica y el area del lumen tubular comienza a incrementar. En agosto, la espermatogénesis
es completa, el area del lumen es maxima y el peso testicular aumenta = 40 veces. La
espermiogénesis y la espermiacion fueron observados de agosto a octubre. En septiembre
inicia la involucion testicular, ya que el diametro tubular y el nimero de células germinales
por seccion trasversal del tibulo seminifero disminuyen. El nimero de células intersticiales
presento ligeros cambios temporales, siendo mayor de junio a septiembre que en el resto de los
meses del ano. Células en apoptosis fueron detectadas en ambos compartimentos (intersticial y
tubular) del testiculo, exclusivamente durante los meses de junio-septiembre. El indice de
apoptosis fue mayor en junio con respecto a los valores registrados para los meses de julio a
septiembre. Los resultados de este trabajo permiten considerar que en el C. mexicanus, la
ausencia de evidencias de apoptosis en los tejidos testiculares de mayo, sehalan hacia una
regulacion positiva para la proliferacion celular al reinicio de la espermatogénesis y del
crecimiento testicular. El mayor indice de apoptosis registrado en junio parece establecer un
determinado cociente numérico entre c€lulas de Sertoli y células germinales para el adecuado
avance de la espermatogénesis. Eliminacion de células germinales por apoptosis solo se
presento en la fase temprana de la involucion testicular; mientras que, para que se lleve a cabo
involucidon completa, es necesario ademas, la participacion conjunta de: el cese de la actividad

proliferativa de las células germinales, la espermiacion y el cierre del lumen tubular.

il



ABSTRACT
The male reproductive cycle of seasonal mammals is characterized by phases of testicular
recrudescence and regression, which surround the activity period of spermatogenesis. Through
the passage through these phases, the testicular mass become modified between 40% and 90%,
depending on the species, mainly due to factors such as changes in the size of somatic cells,
proliferation and elimination of germ cells. For mammals in general, there is elimination of
germ cells by apoptosis during spermatogenesis, studies conducted in a small number of
seasonal species, indicate that the rate of apoptosis is lower during the recrudescence of the
testis and the period of spermatogenesis, regarding to the phase of testicular regression.
Corynorhinus mexicanus is a seasonal bat, which has a general knowledge about its
reproduction, in particular, presents a unique and asynchronous cycle of activity annually. The
testicular recrudescence and involution occur in the spring-summer and involve marked
changes in the size of the testicles, while the corresponding changes in the epididymides and
the accessory sex glands occur in autumn-winter, making it an interesting model in bats to
investigate participation that has apoptosis at different stages of development of the testicles
during the reproductive cycle of seasonal species. The objectives of this study were to clarify
the male reproductive pattern of C. mexicanus bat, based on the registration of morphometric
changes of the sexual organs through the annual cycle and, to determine the involvement of
apoptosis in relation to macroscopic and histological changes of testis during the reproductive
cycle in individuals. In this species, the testes remain in groin position permanently. The active
period of spermatogenesis takes place in an average of 5 months and a half, with the stage of

recess from November to April. Testicular growth restarts in May-June, when the proliferative
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phase of spermatogenesis is mainly occurring. In July there is meiotic activity and the tubular
lumen area begins to increase. In August, full spermatogenesis occurs, the area of the lumen is
greatest and the testicular weight increases = 40 times. Spermiogenesis and spermiation were
observed from August to October. Testicular involution starts in September, as the diameter of
the tubules and the number of germ cells by transversal section of seminiferous tubule
diminish. Slight changes in the number of interstitial cells were observed through the months,
being higher in June-September than in the other months of the year. Cells in apoptosis were
detected in both compartments (interstitial and tubular) of the testicles, only during the period
of June-September. The apoptotic index was higher in June regarding to the corresponding
values for July to September. The results of this study allow us to consider that, in C.
mexicanus bat, the absence of apoptosis evidence in testicular tissues in May, point towards a
positive regulation to cell proliferation, in order to the resumption of spermatogenesis and
testicular growth. The highest apoptotic index in June appears to establish a specific ratio
between the number of Sertoli cells and germ cells, for the proper progress of
spermatogenesis. Elimination of germ cells by apoptosis is introduced only in the early stage
of testicular involution, while, to be carried out complete involution, it is also necessary, the
joint participation of: cessation of proliferative activity of germ cells, spermiation and closure

of the tubular lumen.
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PARTICIPACION DE LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS DURANTE LA
ESPERMATOGENESIS EN EL MURCIELAGO CORYNORHINUS MEXICANUS

(CHIROPTERA: VESPERTILIONIDAE).

INTRODUCCION

I- Aspectos de la reproduccion en los murciélagos de zonas frias.

I.1. Patrones reproductivos masculinos.

Entre las especies que conforman el Orden Chiroptera, los individuos del sexo masculino
despliegan distintos patrones generales de reproduccion, reconocidos con base en el nimero de
ciclos reproductivos y en la temporalidad con que estos se presentan a lo largo de un periodo
anual. Uno de esos patrones generales es propio de las especies cuya actividad reproductiva
ocurre de manera continua (en concordancia con mas de dos ciclos estrales anualmente). En
otro patron general, que es donde se ubica a la mayoria de las especies conocidas, la
reproduccion esta delimitada estacionalmente, dentro de esta diferente modalidad existen dos
categorias particulares; una de las cuales es propia de murciélagos en los que, la
recrudescencia y la involucion testiculares se llevan a cabo en un esquema bimodal (en
relacion con la poliestria bimodal de las hembras). En la segunda categoria se incluye a las

especies que presentan un solo periodo de actividad testicular por ano (coincidiendo con el



patron monoéstrico de las hembras). Esta Gltima categoria es observada principalmente en los

mamiferos que habitan en regiones de clima frio.

En las zonas frias, la disminucion de la temperatura ambiental durante la temporada invernal
provoca la reduccion en el tamano de las poblaciones de insectos, que son la base de la
alimentacion para la mayoria de las especies de quirdpteros habitantes de esos lugares. La
disminucion en la disponibilidad de alimento y la baja temperatura ambiental, son factores que
en conjunto ejercen un efecto directo sobre los murciélagos, y solo ciertas especies estan
adaptados para responder a estos factores ejecutando una conducta de aletargamiento
fisiologico, cuya duracion varia de acuerdo con la intensidad de las condiciones desfavorables

y con la especie (1).

Varias de las especies que llevan a cabo un aletargamiento, el periodo de hibernacion esta
separado de la temporada de reproduccion, tal es el caso los quirOpteros europeos del género
Miniopterus, en quienes los apareamientos terminan antes de entrar en hibernacion, mientras
que la espermatogénesis comienza en la primavera siguiente (2). En contraste, en otros
miembros de las familias Vespertilionidae y Rhinolophidae, la temporada de reproduccion se
extiende hasta el periodo cuando ocurre el torpor invernal, por lo que el aletargamiento tiene
una marcada influencia sobre la fisiologia reproductiva de los individuos, propiciando la
existencia de un patron reproductivo masculino inusual, caracterizado por una asincronia
temporal entre las funciones sexuales (3, 4). La actividad espermatogenética reinicia en la

primavera, alcanza su pico a mediados o al final del verano y decrece siibitamente, quedando



al poco tiempo, en una condicion de inactividad total. Por otra parte, los dorganos sexuales
secundarios (el epididimo y las glandulas sexuales accesorias) de esos murciélagos,
experimentan recrudescencia tardiamente, alcanzan su maximo desarrollo y se encuentran
repletos de espermatozoides (la region caudal del epididimo) o de secreciones (las glandulas
sexuales), durante el periodo de otofio-invierno cuando se llevan a cabo los apareamientos y
los individuos entran en estado de torpor (3). Al finalizar la temporada de letargo en los
murciélagos, los drganos sexuales secundarios experimentan una completa regresion; entonces
los individuos pasan por un breve periodo de tiempo en una condicion de receso sexual, hasta

que es reiniciada la actividad testicular en la primavera (3).

En los murciélagos hibernantes con patron reproductivo masculino asincronico, las evidencias
morfologicas del tejido intersticial del testiculo, sefialan que, de manera comun, las células de
Leydig muestran caracteristicas morfologicas indicativas de actividad durante el periodo de
espermatogénesis (2); mientras que, en la fase de involucion se han observado dos maneras
que difieren en tiempo. En algunas especies, la involucion completa de las células de Leydig
ocurre al inicio del periodo de apareamiento (que se traslapa con el periodo de hibernacion) o
bien probablemente se mantienen en un nivel bajo de actividad durante el resto del periodo de
apareamiento (2). En otras especies, las células de Leydig se mantienen desarrolladas o con
una ligera reduccion en su actividad durante el periodo de apareamiento e hibernacion y la
involucidon completa se presenta en la primavera, seguido de que los animales han terminado la

hibernacion (2).



1.2. Espermatogénesis.

En la mayoria de los murciélagos insectivoros que habitan en zonas frias, la espermatogénesis
corresponde con el pico en la disponibilidad de insectos durante la mitad del verano y puede
ser afectada por la condicidon corporal (5). La variacion estacional de la espermatogénesis
involucra una etapa de recrudescencia y otra de profunda involucion de los tabulos
seminiferos, y en algunas especies la migracion de los testiculos hacia el canal inguinal (3). Si
bien la androgénesis (a niveles bajos) y las funciones reproductivas secundarias son
mantenidas durante el invierno (3, 6), la espermatogénesis no puede proceder durante el
periodo cuando la tasa metabOlica de reposo estd persistentemente deprimida y el
aletargamiento en prolongado, por lo que hay una disociacion entre la espermatogénesis y la
hibernacion (4). Atn en areas tropicales la espermatogénesis se interrumpe o es suprimida
durante los meses mas frios y secos (7), e inclusive es retardada durante el verano cuando
ciertas especies de murciélagos recurren al torpor diario debido a una disminucion

considerable de la temperatura ambiental (8, 9).

Comparada con otros mamiferos de talla semejante, los murciélagos de zonas frias tienen
periodos de espermatogénesis mas largos, ya que normalmente transcurren de tres a cuatro
meses entre los primeros signos de crecimiento en los tiibulos seminiferos y la liberacion de
los espermatozoides del epitelio seminifero y el subsiguiente llenado del epididimo con
espermatozoides maduros (3). Debido a que durante el periodo actividad reproductiva, en
algunas especies de murciélagos se presenta un incremento de hasta cuarenta veces en la masa

testicular (10, 11), se ha considerado que la larga duracion de la espermatogénesis en los



murciélagos puede deberse a los altos costos de la energia involucrada en el crecimiento de los
testiculos y las glandulas sexuales accesorias (4); sin embargo, son escasos los estudios que
permiten identificar los componentes del testiculo que determinan ese enorme incremento en

la masa.

I1- Patron reproductivo masculino del murciélago Corynorhinus mexicanus.

El murciélago Corynorhinus mexicanus, especie objeto del presente estudio, es un
vespertilionido insectivoro que habita las partes mas altas y himedas de los principales
sistemas montafiosos de México (12); es un hibernante facultativo y solo pasa por fases diarias

de torpor mas o menos profundo durante el periodo de hibernacion (13).

Corynorhinus mexicanus cuenta con un patron reproductivo masculino de tipo asincronico
(13, 14, 15), semejante en términos generales, al descrito para otros murciélagos plecotinidos
de zonas frias con los que se encuentra estrechamente relacionado filogenéticamente. Tal es el
caso de C. townsendii (16) y de las especies Palearticas Plecotus auritus (9, 17) y P.
austriacus (17), pero estos plecotinidos son hibernantes profundos, por lo que difieren con
respecto a C. mexicanus, en cuanto al momento del aho en que inician Sus procesos

reproductivos y a la duracion de los mismos.

El crecimiento testicular en C. mexicanus reinicia en mayo, el maximo desarrollo se presenta

en agosto y para octubre-noviembre los testiculos presentan su tamafio mas bajo,



manteniéndose en condicion de receso durante el resto del otofo, el invierno y el principio de
la primavera (13). A pesar de los enormes cambios en el tamafio de los testiculos durante el
ciclo anual en éste quirOptero, no se tiene informacion detallada sobre sus cambios
histologicos que son indispensables para caracterizar de manera precisa el patron reproductivo

masculino de la especie.

III- Cambios macro- y microestructurales del testiculo en otros mamiferos con
reproduccion estacional.

Algunos mamiferos no quirdpteros que se reproducen estacionalmente presentan ciclos
circanuales de crecimiento e involucion testiculares, que involucran variaciones morfologicas
y en el nimero de determinados tipos celulares en ambos compartimientos del testiculo, el
tubular y el intersticial (18, 19). Entre las especies estudiadas se incluye al hyrax de las rocas
(20), el caballo (21), el hamster (22) y cérvidos de origen septentrional (23). Para el caso de
los murciélagos de zonas frias, si bien es notoria la presencia de cambios macroscOpicos
considerables del testiculo a través del ciclo anual, los estudios han sido enfocados
principalmente hacia la descripcion meramente cualitativa de éstos cambios y existen pocos

datos de tipo cuantitativo que permitan comparar con otras especies de mamiferos.

Los principales cambios observados en el compartimiento intersticial entre la condicidn activa
e inactiva del testiculo, que han sido reportados para diferentes especies de mamiferos

estacionales, incluyen modificaciones en el volumen del tejido completo, de los vasos



sanguineos, de las células de Leydig y de los macrofagos (16, 22); asi como desdiferenciacion-
rediferenciacion (24) y cambios en el nimero de las células de Leydig (25, 26, 27). En el
compartimiento tubular se han registrado cambios en el volumen, diametro y longitud de los

tabulos seminiferos (28), y en el tamafo del lumen tubular (22).

Las células de Sertoli han recibido especial atencion por la intima relacion que tienen con el
proceso de espermatogénesis. Las principales variaciones estacionales en estas células
somaticas son de tipo morfologica y funcional (29, 30, 31), pues se considera que el niimero
de células de Sertoli es estable e inmodificable por hormonas después de la pubertad (32, 33),
son notables por su resistencia a estimulos que inducen la muerte en otros tipos celulares (34,
35), y son consideradas terminalmente diferenciadas en su forma adulta (30). Sin embargo,
algunos estudios en especies de reproduccion estacional, como el caballo (27, 36), el hamster
(22, 37), la viscacha (31), el ciervo rojo (28) y el carnero (38, 39), reportan la existencia de
variaciones temporales en el nimero de células de Sertoli, lo que resalta la importancia de los
estudios en especies de murciélagos estacionales que presentan un solo ciclo reproductivo,
para evaluar la posibilidad en la existencia de cambios numéricos en la poblacion de células de

Sertoli en el individuo adulto.

Las modificaciones cualitativas y cuantitativas mas conspicuas se presentan en las células de
la estirpe germinal, asociadas al proceso de la espermatogénesis, el cual implica una compleja
serie de eventos en los que las espermatogonias proceden a través de rondas sucesivas de

mitosis, meiosis y diferenciacion celular, para convertirse en espermatozoides (37, 40, 41).



Como fue mencionado en parrafos anteriores, hay una relacion estrecha de las células de
Sertoli con las células germinales a las que dan sustento y proteccion para una adecuada
ejecucion de la espermatogénesis. Las células de Sertoli tienen capacidad para dar soporte a un
nimero limitado de células germinales. Se ha estimado que una sola espermatogonia podria
generar 256 espermatozoides (42); sin embargo, entre un 25% y un 75% se pierden por causas
naturales durante la espermatogénesis (43, 44). Actualmente se considera que la apoptosis es
el mecanismo de eliminacion principal que balancea la sobreproduccion de células germinales

(45, 46, 47, 48, 49, 50, 51).

IV- La apoptosis en células del testiculo.

IV.1. Generalidades de la apoptosis.

Se ha considerado que todas las células nucleadas contienen un programa suicida interno
(muerte celular programada) que, sobre la estimulacidon por sehales apropiadas, pone en
funcionamiento la apoptosis, nombre asignado al suicidio y eliminacion ordenada de células

en la ausencia de reaccion inflamatoria (52).

La apoptosis generalmente afecta células individuales, causando su desprendimiento de las
células vecinas y de la matriz extracelular (52). Su mecanismo central, conservado
evolutivamente desde los gusanos hasta los mamiferos, consiste de tres componentes

principales: las proteinas de la familia Bcl2, las caspasas pertenecientes a una familia de



cisteina proteasas, que cortan después de residuos de acido aspartico y, las proteinas Apaf-
1/CED-4 que transmiten las sehales integradas por las proteinas de la familia Bcl-2 a las
caspasas (53). La activacion bioquimica de esos tres componentes es responsable de los

cambios morfologicos de las células observados en la apoptosis (54).

Distintivamente, durante la parte inicial del proceso de apoptosis, la activacion de
endonucleasas dependientes de calcio-magnesio, resulta en la digestion del DNA de unidn,
desprendiéndose fragmentos nucleosomales en multiplos de entre 185-200 bases; las células se
encogen debido a la reduccion en la cantidad del citoplasma y por la condensacion de la
cromatina; también hay ruptura nuclear (52, 55). La fragmentacion internucleosomal del DNA
que ocurre previo a la aparicion de los cambios morfologicos de la apoptosis, puede ser
detectada por electroforesis cuando se presenta un corrimiento del DNA caracteristico en
escalera (55) o como una tincidon nuclear por el marcaje de la porcion terminal de los
fragmentos del DNA, utilizando nucledtidos acoplados a otros compuestos y transferidos
enzimaticamente, método conocido como TUNEL por sus siglas en inglés: TdT-mediated

dUTP Nick End Labeling (56).

En la membrana plasmatica ocurren cambios como la pérdida de la simetria y del
acoplamiento membranal, asi como la formacion de estructuras en forma burbuja “blebs” (52).
En una etapa siguiente, el citoplasma se fragmenta formandose los llamados cuerpos

apoptosicos, estructuras vesiculares membranosas que contienen porciones nucleares, €sos



cuerpos son eliminados rapidamente por células fagociticas o por células vecinas, evitando asi

una reaccion inflamatoria y dano al tejido (57).

IV.2. Implicaciones de la ejecucion normal y la estimulacion anormal de la apoptosis en el
desarrollo y funcion del testiculo.

La apoptosis es de gran importancia para el desarrollo del testiculo; tres factores mayores
parecen controlar el inicio de éste tipo de muerte celular: (i) la edad del individuo, (ii) la
concentracion sérica de la hormona foliculo estimulante (FSH), probablemente de la hormona
luteinizante (LH), la concentracion de hormonas esteroides como la testosterona, y (iii) la

etapa del epitelio seminifero (45, 52, 58).

Estudios en la rata, han permitido distinguir que un importante nimero de las células de
Leydig experimentan apoptosis durante el periodo perinatal, la cantidad de eliminacion
disminuye hasta ser escasa después del dia 7 postnatal (59), y en la pubertad (16-24 dias de
edad), ni las células de Leydig ni las células de Sertoli presentan evidencias de fragmentacion
del DNA (58). En las células germinales un oleaje masivo pero fisiologico de apoptosis entre
las espermatogonias ocurre con la primera ronda de espermatogénesis; mientras que la

eliminacion de espermatogonias es esporadica en el individuo adulto (60, 61).

También en la rata adulta, se ha observado que la mayor proporcion de células germinales que

experimentan apoptosis son las espermatogonias A, ,, y la proporcion va disminuyendo en los

10



espermatocitos primarios, los secundarios y en las espermatidas, respectivamente (48, 49, 50,

58, 62). Las espermatogonias A, ,, asi como las intermedias raramente degeneran (43).

Pero un exceso de apoptosis puede causar infertilidad debido a la perdida masiva de células
germinales (63), lo que resalta la importancia de entender mejor la participacion de la
apoptosis y por ende su modulacion en el desarrollo del testiculo. La estimulacion de la
apoptosis en c€lulas germinales tiene una regulacion controlada; sin embargo, se ha visto que
la estimulacion puede ser aumentada debido a ciertos tipos de estrés, como en la hipertermia
(64) y el estrés oxidativo (63, 65). La eliminacion celular por apoptosis se ve potenciada

ademas al retirar el soporte hormonal (66, 67, 68), y en la criptorquidia (69, 70, 71, 72).

IV.3. Apoptosis en el testiculo de mamiferos con reproduccion estacional.

En los mamiferos que se reproducen estacionalmente, la reduccion en la sintesis y secrecion de
la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), es seguido por la disminucion en la
concentracion de FSH, de LH, de prolactina (PRL) y de las hormonas esteroides testiculares;
eventos endocrinos que subsecuentemente provocan el cese en la espermatogénesis y los
individuos entran en inactividad reproductiva (73). Para muchas especies, la medicion y el
monitoreo de los cambios diarios en el fotoperiodo son traducidos en senales fisiologicas a
través de la secrecion nocturna de la melatonina pineal (19). En ciertos roedores, el
fotoperiodo corto o una larga duracion de la secrecion nocturna de melatonina disminuyen la

funcion reproductiva (74). En los murciélagos, es posible que el fotoperiodo también tenga un
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papel importante como sehal proxima de la reproduccion (75); aunque solamente se cuenta
con evidencias experimentales claras del efecto del fotoperiodo en los machos de la especie

Antrozous pallidus (76).

En el hamster htingaro Phodopus sungurus y en el raton de patas blancas Peromyscus
leucopus, especies fotosensibles reconocidas, un aumento en el indice de apoptosis esta
relacionado con la regresion testicular que resulta de la exposicion a un régimen de
fotoperiodo corto (77, 78, 79). De manera diferente, la recrudescencia testicular, que es
precedida por la liberacion de FSH, LH y concomitantemente una elevacion de PRL vy
testosterona séricas (80, 81), es independiente del fotoperiodo; se ha visto que esos cambios
endocrinos inducen la regeneracion celular activa en el testiculo, incluyendo la proliferacion
de las espermatogonias y la angiogénesis (81, 82). En el raton de patas blancas fotoinhibido, la
disminucion en la apoptosis testicular precede a la recrudescencia espontanea del testiculo,

después de 26 semanas de exposicion al fotoperiodo corto (83).

Un estudio de histologia ordinaria y electronica, efectuado en especimenes del vespertilionido
Miniopterus inflatus Gnicamente durante la parte inicial del invierno, cuando los individuos
estan en condicion de letargo sexual en una zona fria de Kenia, mostrd algunas evidencias
cualitativas, que indican de la ocurrencia de apoptosis en ambos compartimientos del testiculo
(tubular e intersticial), por lo que se considera que la apoptosis tiene participacion en la

regresion testicular de esta especie de murciélago (84). Sin embargo, no existen trabajos
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realizados en ninguna otra especie de murciélago, donde se evalie la degeneracion y muerte

celular a lo largo del ciclo testicular completo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Durante el ciclo reproductivo de los mamiferos, los individuos del sexo masculino presentan
importantes cambios de tipo morfologico e histologico en los testiculos, asi como un intenso
recambio celular asociado al proceso de la espermatogénesis. La realizacion de estudios
enfocados al conocimiento de esos cambios en el testiculo, es importante ya que permitiran
entender mejor la funcion sexual masculina principal, que a su vez, determina parte de la

fertilidad requerida para la perpetuacion de la especie.

La investigacion realizada en mamiferos de reproduccion continua, como la rata, bajo
condiciones controladas en el laboratorio, indican que durante la espermatogénesis hay una
esporadica eliminacion de células germinales debido a muerte celular por apoptosis, como un
mecanismo para modular el nimero de células germinales que permanecen en el testiculo y
mantener la arquitectura de éste drgano reproductor. En los mamiferos estacionales, como el
caso del hamster, donde las hembras son poliéstricas, la apoptosis tiene un papel mas
importante en la involucion testicular, permitiendo que los testiculos regresen a la condicion
de receso sin alteracion en el epitelio seminifero. Mientras que en las especies monoéstricas,
entre las que destacan diversas especies de quirOpteros de zonas frias por ser altamente

estacionales, los machos presentan cambios significativos en el tamano de los testiculos, lo
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que los convierte en modelos adecuados para evaluar la participacion que tiene la apoptosis en
las diferentes fases del desarrollo testicular entre las condiciones activa e inactiva de la
reproduccion, identificar con claridad, que componentes microestructurales del testiculo son
los que determinan los cambios macroscopicos que ocurren a través del ciclo reproductivo, y
contar con elementos para determinar si entre las células somaticas mas importantes (células
de Leydig y células de Sertoli) hay eliminacion por apoptosis. Sin embargo, a la fecha no se
cuenta con un estudio completo en murciélagos para responder a éstos cuestionamientos,
siendo una de las razones de la carencia de informacion relacionada, la dificultad de trabajar
con especies silvestres bajo las condiciones del ambiente natural, ya que es necesario contar

con una muestra de especimenes con estatus de edad y condicion reproductiva conocidos.

El murciélago Corynorhinus mexicanus, especie objeto del presente estudio, lleva a cabo un
solo ciclo reproductivo por aho, en los machos, la actividad testicular es acompanada por
cambios drasticos de tamano de los testiculos y es desfasada temporalmente con respecto a los
correspondientes cambios de los 6rganos sexuales secundarios. El contar con una poblacion
conocida para ésta especie de murciélago, cuyos individuos permanecen ocupando el mismo
refugio a lo largo del ano, permitid utilizar cohortes de individuos adultos con diferente
condicion reproductiva, para responder a los planteamientos sehalados sobre la participacion

de la apoptosis durante el desarrollo testicular.
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OBJETIVOS
1. Precisar el patron reproductivo masculino del murciélago Corynorhinus mexicanus con base
en el registro de datos morfométricos de los diferentes drganos sexuales a lo largo de un ciclo

anual.

2. Describir los cambios histologicos del testiculo durante el ciclo reproductivo, incluyendo la

espermatogénesis.

3. Detectar y cuantificar las células que presentan apoptosis en los compartimientos intersticial

y tubular del testiculo durante el ciclo reproductivo.

MATERIAL Y METODOS

I- Trabajo de campo (Captura y seleccion de los animales de estudio).

Para la obtencion de los murciélagos Corynorhinus mexicanus se realizd un muestreo mensual
y de manera quincenal o semanal cuando fue necesario, entre marzo de 1998 y enero de 2001,
en un tanel localizado a 10 Km E de Tlaxco, Tlaxcala (19°37°14°’N, 98°02°02°W; 3220
msnm). De 2 a 3 murci€élagos machos, adultos fueron capturados con redes de niebla y/o de
golpe, antes o al momento de salir de su refugio. A cada ejemplar se le registrdo el peso
corporal con una balanza electronica portatil Ohaus (+ 0.1 g), la longitud del antebrazo con un

vernier (+ 0.1 mm) y fueron transportados al laboratorio en las instalaciones de la universidad
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en la Ciudad de México, donde permanecieron por un tiempo no mayor a 24 horas. Los
individuos fueron considerados adultos cuando presentaron completa osificacion de las placas
de crecimiento cartilaginoso epifisial en la unidon metacarpo-falangeal del 3er dedo (85).
Adicionalmente, algunos murciélagos juveniles fueron extraidos para realizar comparaciones
exclusivamente respecto a la apariencia, la posicion y las medidas externas de los 6rganos
reproductores, pero estos individuos no fueron incluidos en los estudios histologicos e

histoquimicos.

II- Trabajo de laboratorio.

I1.1. Obtencion de los tractos reproductores y preparacion de los organos sexuales.

Inmediatamente después de realizada la eutanasia, se registrd la posicion y apariencia de los
organos sexuales, el tracto reproductor completo fue extraido y cada Organo fue disecado y
limpiado de tejidos conectivo y adiposo extras. Los diametros mayor y menor de cada testiculo
fue medido; asi como la longitud de los epididimos; la distancia abarcando ambas glandulas
ampulares en plano transversal y el diametro mayor de la prostata, con un vernier (+ 0.1 mm).
El peso himedo de cada organo y del par de glandulas ampulares fueron obtenidos con una
balanza de torsion electronica Mettler (+ 0.1 mg). Los epididimos y las glandulas sexuales
accesorias fueron fijados con formalina al 4% (V/V) en solucidn salina de fosfatos (PBS) pH

7.4 y preservados en etanol al 70% para otros estudios posteriores. Cada testiculo fue
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almacenado en un tubo de polipropileno y conservado en nitrogeno liquido donde

permanecieron para su procesamiento histologico e histoquimico.

I1.2. Estimacion de la condicion corporal de los murciélagos.

Con la finalidad de contar con elementos que permitieran evaluar el estatus de los murciélagos
como una aproximacion para conocer su condicion fisica y de salud, en relacion a la ejecucion
de los principales procesos reproductivos, se analiz0 la variacion en la condicidon corporal de
los individuos durante el ciclo anual. Para estimar la condicion corporal se calculd la
diferencia residual entre el valor de la masa corporal de cada individuo y el valor de la masa
esperada, obtenido de la relacion total entre el peso corporal y la longitud del antebrazo
calculado para todos los murciélagos adultos (9): donde masa esperada= 0.162 (longitud del
antebrazo) + 0.96 (F=15.77, = 0.117, n= 123, P<0.001). Una vez obtenidos los resultados y
después de observar la existencia de importantes variaciones en el peso de los diferentes
organos reproductores durante el ciclo anual, se decidid estimar la condicidon corporal no
reproductiva. Esta fue calculada de la misma manera en que se calculd la condicion corporal
general, pero después de que el peso del tracto genital fue restado del peso corporal completo
para cada individuo; en este caso, la masa esperada menos el peso del tracto genital= 0.143

(longitud del antebrazo) + 1,44 (F=15.18, r’=0.119, n= 123, P< 0.001).
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I1.3. Procesamiento histologico de los testiculos.

25 ejemplares del total de murciélagos empleados en éste estudio, fueron seleccionados
considerando sus datos somaticos y reproductivos para analizar los cambios histologicos en
los testiculos, representando un ciclo anual. El testiculo izquierdo de cada murciélago fue
descongelado introduciéndolo en solucion fijadora de formalina al 4%, a temperatura
ambiente, donde permanecieron por 24 h y posteriormente, fueron procesados mediante un
protocolo estandar consistente en: deshidratacion con alcoholes de concentracion gradual,
aclaramiento con xilol e inclusion en paraplast plus (86). Los Organos incluidos fueron
cortados en un microtomo de rotacion, obteniendo 4 secciones de tejido con grosor de 6 ym
cada uno, de la porcion media (plano sagital) del testiculo. Cada seccion histologica fue

montada a un portaobjetos diferente, previamente recubiertos con poli L-lisina 0.01% (V/V).

Dos de las 4 secciones de tejido testicular fueron empleadas para realizar la descripcion
histologica general y para ello, los tejidos fueron tehidos con hematoxilina-eosina “H-E” (86),
cubiertos con Entellan y observados en el campo claro de un microscopio Leica DMLS. De
cada seccion de tejido se midio el area total y se tomaron fotografias en 6 campos diferentes.
Para la distribucion de las fotografias se procedio de la siguiente manera: en la cara externa del
portaobjetos se dibujo una linea a lo largo del eje correspondiente al didmetro mayor del corte
histologico, dividiéndolo en mitades. Se dibujaron otras 2 lineas paralelas entre si y
perpendiculares a la primera, de estd manera, el corte histologico quedo dividido en 6 regiones
diferentes pero con areas proporcionalmente semejantes. En cada region de la seccion de

tejido se tomo una fotografia y de ésta imagen, se midid el area, se contd el nimero de células

18



intersticiales (excluyendo vasos sanguineos) y se seleccion0 1 tibulo seminifero de apariencia

redonda (plano transversal), haciendo un total de 6 tabulos por seccion histologica testicular.

El nimero de células intersticiales se reporta por seccion histologica completa del testiculo y
para obtenerlo, primero se calculd el nimero promedio de células contadas en las 6 diferentes
fotografias, y considerando que todas las imagenes tuvieron el mismo tamano de area, éste

valor fue recalculado con respecto al area total de la seccion histologica del testiculo.

Los 6 tabulos seminiferos seleccionados fueron revisados para observar la presencia de los
diferentes tipos celulares de la estirpe germinal, se les midio el diametro (como el promedio de
los diametros mayor y menor en angulos rectos), el area de la luz y se cont6d el nimero de
células que conforman el epitelio seminifero (incluyendo células de sertoli y células
germinales). Los datos correspondientes a cada una de las variables analizadas en éstos 6

tabulos indicados, son reportados como valores promedio por tibulo seminifero redondo.

Todas las fotografias analizadas fueron tomadas bajo el mismo objetivo (40X) y utilizando el

programa para adquisicion de imagenes DC-Viewer de Leica. Las mediciones fueron

realizadas utilizando el programa para analisis de imagen IM-1000 de Leica.
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I1.4. Procesamiento histoquimico de los tejidos testiculares para la deteccion de apoptosis.

Para la deteccion de apoptosis se emplearon las 2 preparaciones de tejidos testiculares
restantes, de las 4 que fueron obtenidas por cada testiculo, que fueron procesadas como se
indico en el capitulo I1.3. Las secciones de tejido fueron desparafinados con xilol, rehidratados
con soluciones de concentracion descendente de etanol, tratados con 50ul de una solucion de
proteinasa K (20ug/ml) durante 20’ a temperatura de laboratorio y procesados por el método
de TUNEL (56, 87). El fundamento de éste método consiste en propiciar la polimerizacion de
los fragmentos del DNA generados por apoptosis, utilizando nucledtidos acoplados a un
compuesto que imprimird una marca detectable, la cual sera revelada con una herramienta de
la microscopia. En particular se utilizaron nucledtidos uridina acoplados al fluorocromo
isotiocinato de fluoresceina (FITC) para ser transferidos y unidos a la porcion terminal 3’-OH
de los fragmentos de DNA en las células en apoptosis, por medio de la transferasa TdT

(Terminal deoxynucleotidil Transferase).

Los tejidos sometidos al método de TUNEL fueron incubados por 60’ a 37°C en camara
htimeda, con 50u] de una mezcla de reaccion conteniendo TdT y uridina-FITC. Al termino de
la reaccion, los tejidos fueron lavados con PBS y recubiertos con Vectashield. Cada ensayo de
reaccion TUNEL incluyd un control positivo, el cual consistid de una seccion de tejido
testicular tratada con 50u1 de solucion DNasa I (50 g/ml) durante 10” a 37°C para provocar la
fragmentacion del DNA (56); como control negativo, otra seccion de tejido diferente, fue
procesada por el método de TUNEL, pero excluyendo la TdT de la mezcla de reaccion. Las

preparaciones de tejido procesadas por TUNEL fueron observadas y fotografiadas en un
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microscopio confocal laser de barrido Zeiss 510, utilizando la herramienta de epifluorescencia,
con la longitud de onda de excitacion de 488 nm para revelar las marcas fluorescentes de la
FITC (cada marca fue considerada como una célula TUNEL(+), indicativa de apoptosis).
Ademas se obtuvo una fotografia del mismo campo de observacion por epifluorescencia,
utilizando el contraste de Normanski para determinar la ubicacion de las marcas fluorescentes

en los diferentes compartimientos del testiculo.

La cuantificacion de las células en apoptosis fue realizada de acuerdo al siguiente
procedimiento: cada seccion de tejido testicular analizada fue dividido en 6 regiones, de la
misma manera como se explico en el capitulo II.3 para los tejidos tehidos con H-E. De cada
region se tomd una fotografia directamente del microscopio confocal. El area de la imagen fue
obtenida utilizando el programa IM-1000 de Leica. Para estimar el indice de apoptosis en el
compartimiento intersticial, primeramente se contaron las marcas fluorescentes por fotografia,
se calculd el nimero promedio de células intersticiales TUNEL(+) para las 6 fotografias y
después se calculd el porcentaje de células TUNEL(+) con respecto al niimero total de células
intersticiales por seccion histologica completa del testiculo, que ya era conocido, y finalmente,
el valor se calculd6 por mm® de tejido testicular. Para obtener el indice de apoptosis del
compartimiento tubular, se contaron las células marcas fluorescentes en el epitelio de un
tibulo seminifero redondo por cada una de las 6 imagenes de tejido testicular vy
posteriormente, se calcul6d el porcentaje de células TUNEL(+) del epitelio con respecto al

niimero total de células por tibulo seminifero redondo, que ya era conocido.
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IL.5. Reactivos y soluciones empleadas.

Meétodo histologico--Como fijador se empled formol comercial (J. T. Baker, México). La
solucion PBS fue preparada con: NaCl (0.1 M), KH,PO, (0.01 M) y Na,HPO,*12H,0 (0.055
M); las sales empleadas fueron J. T. Baker. El medio de inclusion de tejidos Paraplast Plus fue
de TYCO Healthcare Group LP, MA, EUA. La solucion para adhesion de tejidos Poli L-lisina
0.01% (V/V) fue preparada a partir de una solucion 0.1% (W/V) de Sigma-Aldrich Co., St.
Louis MO, EUA. Los colorantes hematoxilina de Harris y eosina amarillenta fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich de México. La resina de montaje Entellan fue obtenida de MERCK KgaA

Alemania.

Meétodo histoquimico--La proteinasa K fue disuelta en PBS; mientras que la DNasa I (tipo II
de pancreas bovino) fue preparada en una solucidon de Trisma (10 mM), KCl (50 mM) y
MgCl, (10 mM), pH 7.5 (56). Ambas enzimas fueron de Sigma-Aldrich Co., St. Louis MO,
EUA. Los componentes del medio para preparacion de la DNasa I fueron obtenidos del kit
comercial para PCR: buffer II (10X) y MgCl, (25 mM), de los laboratorios Perkin Elmer
(Roche Molecular Biochemical, Alemania). La mezcla de reaccion TUNEL fue elaborada a
partir de una solucion amortiguada conteniendo la enzima TdT (de timo de ternera), y una
solucion amortiguada conteniendo nucledtidos uridina acoplados a FITC. Ambos componentes
fueron obtenidos y preparados siguiendo las instrucciones del kit comercial para identificacion
de apoptosis “In Situ Cell Death Detection Kit, AP” de Laboratorios Boehringer Mannhein
Corp., Indianapolis In, EUA. La solucion de montaje Vectashield fue obtenida de Vector

Laboratories, Inc., CA, EUA.
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III- Analisis estadistico.

En cada una de las variables de estudio, los datos obtenidos fueron agrupados mensualmente y
comparados para analizar los cambios a lo largo de un ciclo anual, utilizando el programa
estadistico Stata® 7.0 (88). La homogeneidad de las varianzas entre los grupos de datos fue

comprobada mediante la prueba de Bartlett y la prueba de Levene (89).

Las variables correspondientes a las medidas somaticas (peso corporal, longitud del antebrazo,
condicion corporal y condicion corporal no reproductiva) y las variables respectivas para la
morfologia gruesa de los diferentes Organos sexuales (peso y tamano), fueron analizadas
mediante ANDEVA seguido de la prueba de Bonferroni (89). Los datos correspondientes a
caracteristicas microestructurales del testiculo, como son: el diametro de los tabulos
seminiferos, el area del lumen tubular, el nimero de células del epitelio seminifero y el
nimero de células intersticiales, fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis
seguido por la prueba de suma de rangos de Wilcoxon (U de Mann-Whitney) para dos
muestras (89). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando P<
0.05. De los datos correspondientes al tipo de células germinales y el indice de apoptosis para
ambos compartimientos del testiculo, solamente se reporta la variacion mensual de los valores
promedio y no se realizdO un analisis estadistico comparativo debido al bajo nimero de

muestras registrado.
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RESULTADOS.

I- Estatus de edad, condicion corporal y reproductiva de los murciélagos Corynorhinus
mexicanus.

Un total de 123 murciélagos machos adultos y 4 juveniles Corynorhinus mexicanus fueron
incluidos en el presente estudio. Los adultos tuvieron en promedio, una longitud del antebrazo
de 41.6 mm (x 0.9 mm) y un peso corporal de 7.7 g (+ 0.5 g). La variacion mensual en los
valores de la longitud del antebrazo no present0 diferencias estadisticamente significativas a lo
largo del ciclo anual (ANDEVA, F= 1.49, P= 0.147); mientras que la variacion mensual del
peso corporal si mostrd cambios considerados significativos (cuadro 1). Los murciélagos
capturados en el periodo de primavera-verano tuvieron valores de peso corporal altos, siendo
particularmente en el mes de agosto, cuando los animales presentaron el mayor peso, asi como
una mayor condicion corporal, indice que resulta de la relacion entre el peso corporal y la
longitud del antebrazo, por lo que esos murciélagos fueron considerados con una “condicion
corporal buena” (cuadro 1). Comparativamente, los individuos obtenidos en otono-invierno
presentaron peso corporal bajo, lo cual se vid reflejado en una “condicion corporal pobre”

(cuadro 1).

En los meses de enero-abril se capturaron murciélagos juveniles que presentaron medidas
somaticas comprendidas dentro del intervalo correspondiente para los adultos. Dos ejemplares
de enero y febrero fueron considerados sexualmente inmaduros, ya que el tamano de los

testiculos y epididimos era muy pequefo para ser perceptibles externamente (figura 1b).
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Condicion corporal relativa

Mes de captura Peso corporal total (residuales)
n (2 A B

Enero 4 7.3 £0.2° -0.411° -0.262°
Febrero 7 7.1 +£0.3* -0.472* -0.261*
Marzo 11 7.5+0.3" -0.196" 0.027*
Abril 9 7.4 +0.4% -0.272° -0.034*
Mayo 12 7.9 + 0.4 0.153¢ 0.345°¢
Junio 16 7.9 £0.3% 0.219¢ 0.335¢
Julio 16 7.7 £0.2 0.111° 0.108°
Agosto 19 8.1+0.4° 0.401¢ -0.118"
Septiembre 11 7.7 £0.2" 0.020% -0.214*
Octubre 8 7.3 £0.2% -0.287° -0.242°
Noviembre 5 7.1+£0.1° -0.510° -0.407¢
Diciembre 5 7.4 +£0.1° -0.332° -0.225°

Cuadro 1. Variacion mensual del peso corporal y la condicidon corporal relativa de los murciélagos C. mexicanus.
El peso corporal es expresado como el valor de la media por mes del nlimero de individuos indicado como n +
DE. La condicion corporal relativa es expresada como la media de los residuales (ver el texto). En (A), la
condicion corporal relativa fue calculada considerando el peso corporal total. En (B), el peso del tracto
reproductor fue substraido del peso corporal total. Letras distintas = Diferencias significativas con respecto al
valor del mes previo (ANDEVA a P < 0.05). Los valores obtenidos para el peso corporal total fueron (F = 8.49, P
< 0.01); para la condicidén corporal relativa (A: F = 844, P < 0.01, y B: F = 6.63, P < 0.01). Los datos
correspondientes a la longitud del antebrazo no se muestran debido a que no se observaron diferencias
significativas cuando los valores de la media mensual fueron comparados (ANDEVA, F = 1.49, P =0.147).
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Al realizar la exploracion interna de uno de esos murciélagos, se noto que los 6rganos sexuales
presentaron una tonalidad blanquecino-translucida; los testiculos se encontraban en el canal
inguinal, cercanos al interior de la cavidad abdominal y tuvieron en promedio, 3.8 x 2.2 mm y
6.8 mg de peso himedo por 6rgano. Los datos promedio de los epididimos fueron 9.8 mm de
longitud y 5.3mg de peso himedo por 6rgano. Otros 2 animales capturados entre marzo y abril
fueron considerados como prepuberes, debido a que para entonces, los testiculos se localizaron
en posicion inguinal y presentaron una coloracion blanquecino-amarillenta, la region caudal de
los epididimos mostrd una forma ligeramente deprimida dorso-ventralmente y una pequeha
elongacion, lo suficiente para ser perceptibles externamente. El tamafo y peso de los 6rganos
sexuales fueron un poco mayores en los murciélagos jovenes de marzo-abril con respecto a los

de enero-febrero.

En los murciélagos adultos, los testiculos fueron observados invariablemente en posicion
inguinal (figura 1d), una zona recubierta por un denso pelaje; la region caudal de los
epididimos mostré6 una apariencia elongada y bulbosa, claramente visibles en la desnuda

membrana interfemoral (figura 1c, h, 1).

En el periodo de noviembre a abril los testiculos fueron inconspicuos externamente debido a
su pequeho tamano (figuras lc, 2); mientras que la situacidon opuesta se observd en los
epididimos y las glandulas sexuales accesorias, que de noviembre-enero presentaron los
valores mas altos de su tamafio y peso himedo (figuras 11, 2). En mayo reinicio el crecimiento

de los testiculos; en julio ya fue posible distinguirlos con claridad a simple vista (figura 1d) y
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(9)

Figura 1. Fotografias de murciélagos Corynorhinus mexicanus. (a) Ejemplar representativo de la especie, (b-i)
vistas ventral-posterior donde se muestran los principales cambios en la apariencia externa de los 6rganos sexuales
masculinos comparativamente entre (b) un individuo juvenil y (c-i) diferentes ejemplares adultos. Mes de captura
de los murciélagos: (b, c) febrero, (d) julio, (e, f) agosto, (g, h) septiembre, (i) octubre. En c, f, h, i, el pelaje fue

humedecido y separado para apreciar mejor los genitales. Regiones del epididimo: CaE= cabeza, CuE= cuerpo,
CoE= cola; P= pene, T= testiculo.
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en agosto alcanzaron el tamafio maximo, lo que provoco la distension de la piel y la separacion
del pelaje del escroto (figuras le, f, 2). Un desfasamiento en el reinicio del crecimiento de los
diferentes Organos sexuales fue evidente, ya que los epididimos tuvieron un aumento
significativo en sus medidas a partir de junio; mientras que, en las glandulas ampulares y la
prostata, el aumento fue notorio a partir de julio (figura 2). La involucion testicular ocurrid
stibitamente entre septiembre y octubre, en noviembre presentaron los valores minimos en su
tamafo y peso (figuras 1g-1, 2). A partir de octubre, la region caudal del epididimo presentd
una apariencia indicativa de que se encontraba congestionada con espermatozoides (figura 11).
La involucion de los epididimos y de las glandulas sexuales accesorias ocurrid durante enero-
febrero, para llegar a los valores mas bajos en marzo y mantenerse asi hasta el mes de junio

(figura 2).

Dado a la existencia de cambios marcados en el peso de los diferentes organos sexuales, y
principalmente el de los testiculos a lo largo del ciclo anual, al restar el peso del tracto
reproductor del peso corporal de cada murciélago y calcular nuevamente el indice de
condicion corporal (=condicidon corporal no reproductiva), los resultados volvieron a indicar
nuevamente, que durante los meses de noviembre-febrero, los murciélagos tuvieron una

“condicion corporal pobre”; mientras que a diferencia, los murciélagos capturados en mayo y

junio fueron quienes presentaron una “condicion corporal buena” (cuadro 1).
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Figura 2. Variacion mensual interanual en los drganos reproductores masculinos de individuos adultos C.
mexicanus. (A) el peso es indicado como el log de los mg sumados del par de dorganos de cada murciélago,
excepto para la prostata que es simple. (B) longitud mayor en mm de un 6rgano por murciélago. Los
puntos representan los valores de la media, los cuales fueron unidos por lineas suaves. Entre paréntesis se
indica el nimero de murciélagos. * = Diferencias significativas con respecto al valor del mes previo
(ANDEVA a P < 0.05).
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I1- El ciclo de cambios histologicos del testiculo, incluyendo la espermatogénesis.

El diametro de los tbulos seminiferos redondos y el ntmero de células del epitelio
seminifero, presentaron cambios mensuales durante el ciclo anual en paralelo con los cambios
del tamano y el peso hiimedo de los testiculos. En el periodo de noviembre-abril se registraron
los valores mas bajos en las dos variables histologicas mencionadas (figuras 3A, B, 4B), el
epitelio seminifero estuvo conformado por una sola capa de células y presentd un ntimero
promedio de 40.4 células/tibulo transversal durante este periodo del ano. Las escasas
espermatogonias fueron claramente diferenciadas por su forma voluminosa y niicleo ovoide,
mientras que las células de Sertoli presentaron una forma columnar y el niicleo en posicion
superior con respecto al de las espermatogonias (figura 5-I). En mayo reinicid el aumento en el
diametro de los tibulos seminiferos y en el tamano de su poblacion celular (figuras 3A, B,
4B). En mayo-junio, el epitelio seminifero se conformaba al menos de 3 capas celulares y se
presentd evidencias de actividad mitotica, debido a la presencia de algunas espermatogonias
tipo B identificadas por su nicleo redondo, ubicadas en la capa basal del epitelio, y
espermatocitos primarios reconocidos por su menor diametro y con nucleo de tono mas

oscuro, localizadas en las capas superiores del epitelio (figuras 5-1I, 6A, B).

A partir de la primera quincena de julio, se apreciaron evidencias de actividad meiotica,
debido a la presencia de espermatocitos primarios en paquiteno (figuras 5-11I, 6B) en la capa
apical del epitelio, por lo que se considera que se ha establecido compartimiento adluminal del
epitelio seminifero. En la segunda mitad de julio, resaltod la presencia de células de diametro

pequeto y nicleo claro, correspondientes a espermatidas redondas adicionando algunas capas
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Figura 3. Variacion mensual interanual en las caracteristicas histologicas del testiculo en C. mexicanus. (A)
Diametro del tibulo seminifero transversal, (B) area del lumen tubular. Se midieron 6 tabulos en una
seccion histologica, por testiculo, por murciélago. Se presentan los valores mensuales de la mediana (+
cuartiles) para el nimero de titbulos indicado entre paréntesis. * = Diferencias significativas con respecto
al valor del mes previo (Kruskal-Wallis a P < 0.05).
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Figura 4. Variacion mensual interanual en el nimero de células testiculares de los murciélagos C.
mexicanus. (A) compartimiento intersticial; se contaron las células intersticiales (excluyendo vasos
sanguineos y tejido conectivo) en 2 secciones histologicas completas de un testiculo por murciélago. Se
presentan los valores de la mediana (+ cuartiles) del niimero de células por seccion histologica, para el
namero de secciones indicado entre paréntesis. Letras diferentes = diferencias significativas con respecto al
valor del mes previo (Kruskal-Wallis a P < 0.05). Noviembre y diciembre no fueron incluidos en el analisis
estadistico por contar con menos de 3 datos y solo se muestran los valores promedio.

(B) compartimiento tubular; se contaron las células que conforman el epitelio seminifero de 6 tatbulos
transversales de una seccion histologica, por testiculo, por murciélago. Se presentan los valores de la
mediana (+ cuartiles) del niimero de células por tiibulo, para el ntimero total de tabulos indicado entre
paréntesis. Letras diferentes = diferencias significativas con respecto al valor del mes previo (Kruskal-
Wallis a P < 0.05).

32



mas al compartimiento adluminal, y denotando el reinicio de la etapa de espermiogénesis

(figuras 5-1V, 6C).

En agosto se registraron los valores maximos del ano para el diametro de los tabulos
seminiferos, con un promedio de 142.9 ym (figura 3B) y en la poblacion celular del epitelio,
con un promedio de 230 células/tabulo (figura 4B); ademas, hubo un evidente incremento en
el nimero de tObulos que presentaron espermatogonias B, espermatocitos y espermatidas
redondas (figura 6A-C). Particularmente, en la primera mitad de agosto se apreciaron
espermatidas en proceso de elongacion ubicadas hacia la luz del tabulo (figuras 5-V), y fue en
la segunda mitad del mes, que se observaron las primeras espermatidas elongadas y
espermatozoides (figuras 5-VI, 6D, E). En algunos tabulos, las espermatidas elongadas y/o
espermatozoides estuvieron organizados en largos paquetes orientados perpendicularmente a
la base del tiibulo (figura 5-VlIa, b); mientras que en otros tibulos, estos tipos celulares

conformaban una capa concéntrica hacia la luz (figura 5-VIc, d).

Durante los meses de septiembre y octubre, el diametro tubular y el nimero de células del
epitelio seminifero diminuyeron, y en noviembre, ambas variables llegaron a sus valores mas
bajos (figuras 3A, B, 4B). En septiembre, el epitelio seminifero se caracterizO por presentar
mayor proporcion de espermatidas elongadas y espermatozoides con respecto a los
espermatocitos y espermatidas redondas (figuras 5-VII, 6B-E). Para la primera quincena de
octubre, solo escasos tObulos seminiferos contenian espermatidas elongadas 'y

espermatozoides (figura 5-VIlla, b), y en algunos tiibulos se aprecié desfoliacion de lo que
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pudieron ser espermatocitos o espermatidas redondas que no avanzaron en su maduracion

(figura 5-VlIlIc, d); datos indicativos del cese en la actividad espermatogenética.

El lumen de los tibulos seminiferos mostrd una dindmica de apertura-cierre a lo largo del ciclo
anual. Durante febrero-junio, el lumen permanecid completamente cerrado (figuras 3C, 5-I,
I). La apertura ocurrid stibitamente ya que en julio, solo algunos tabulos presentaban una
pequena luz (figuras 3C, 5-11I); mientras que en agosto, la mayoria presentaron el area luminal
significativamente mas grande (figuras 3C, 5-V). De forma opuesta, el cierre del lumen

tubular ocurri6 pausadamente de septiembre a enero (figuras 3C, 5-VII, VIII).

En relacion al compartimiento intersticial, considerando todos los cortes histologicos del
testiculo de los murciélagos estudiados en su conjunto, se registrd un valor promedio de 13033
células intersticiales/seccion histologica. Si bien el nimero mensual de células intersticiales no
presento fluctuaciones marcadas a lo largo del ciclo anual, en los murciélagos capturados de
junio a septiembre, las secciones de tejido tuvieron significativamente mas células
intersticiales al compararlos con los tejidos de animales capturados en los restantes meses del
afo, con excepcion de julio, mes en que sorpresivamente se registrara una disminucion en el

namero de células intersticiales/ seccion histologica (figura 4A).

De noviembre a enero, periodo en que se presentaron los valores mas bajos para el nimero de
células intersticiales (figura 4A), estas se observaron rodeando casi por completo a los tabulos

seminiferos, acumulandose mayormente en grandes espacios entre tibulos que estan en
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contacto (figura 5-1). En diciembre se registr6 el menor nimero de células intersticiales, con
7173 células/seccion histologica en promedio (figura 4A). A partir de mayo las células
intersticiales fueron confinadas a pequenos espacios entre tibulos adyacentes (figuras 5-1I-1V).
En agosto, cuando los tbulos alcanzaron su didmetro maximo, solo unas pocas células podian
distinguirse en los reducidos espacios de tejido intersticial inter tubular (figura 5-V, VI); sin
embargo, fue en este mes cuando se registrd el mayor niamero de células intersticiales del ano,

con un promedio de 16198 (figura 4A).

I11- Indice de apoptosis en los tejidos testiculares durante el ciclo reproductivo.

Células marcadas como TUNEL(+), indicativas de apoptosis, fueron detectadas en los dos
compartimientos del testiculo (tubular e intersticial) de los murciélagos C. mexicanus
capturados durante junio-septiembre, periodo correspondiente a la actividad espermatogénica
(figuras 8-IV-VII). Mientras que en la fase final del periodo de involucion testicular (octubre),
toda la etapa inactiva de la espermatogénesis (noviembre-abril) y en el reinicio del crecimiento
testicular (mayo), no se observaron células TUNEL(+) en ninguno de los compartimientos del

testiculo (figuras 7, 8-III, VIII).

En el mes de junio, se analizaron los tejidos testiculares de dos murciélagos, en uno de ellos
solamente se detectaron pocas células TUNEL(+) en ambos compartimientos del testiculo
(figura 8-IVa, b); mientras que en los tejidos testiculares del otro individuo presentaron un

niimero considerablemente mayor de células TUNEL(+) (figura 8-1Vc, d). Al promediar los
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100 pm

Figura 5 (fotografias Ia — IVb). Histologia del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Secciones tehidas con H-
E, vistas a 600 (a) y 1000 (b) aumentos.

Mes de captura de los murciélagos: I- enero (representativo del periodo inactivo de la espermatogénesis); II-
mayo (reinicio de la espermatogénesis, fase proliferativa); III- y IV- julio (fase meidtica y comienzo de la
espermiogénesis). C= espermatocito (C1= primario, C1p= paquiteno), Ci= célula intersticial, Es= epitelio
seminifero, G= espermatogonia, Pt= célula peritubular, S= célula de Sertoli, T= esperméatida (Tr=redonda), Ti=
tejido intersticial, Ts= tibulo seminifero, Vs= vaso sanguineo.
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Figura 5 (fotografias Va - VIIb). Histologfa del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Secciones tehidas con H-
E, vistas a 600 (a) y 1000 (b) aumentos.

Mes de captura de los murciélagos: V- primera mitad y VI- segunda mitad de agosto (espermatogénesis
completa); VII- septiembre (espermiacion, fase inicial de la etapa de regresion de la espermatogénesis). C=
espermatocito (Cl= primario, Clp= paquiteno, Clpl= preleptoteno), Ci= célula intersticial, Es= epitelio
seminifero, Ez= espermatozoide, G= espermatogonia (GB= tipo B), L= luz del tGbulo seminifero, Pt= célula
peritubular, T= espermatida (Tr= redonda, Te= en elongacion), Ti= tejido intersticial, Ts= tibulo seminifero, Vs=
vaso sanguineo. 37



Figura 5 (fotografias VIIc - VIIId). Histologia del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Secciones
tenidas con H-E, vistas a 600 (a) y 1000 (b) aumentos.

Mes de captura de los murciélagos: VII- septiembre (espermiacion y fase temprana de la etapa de
regresion en la espermatogénesis); VIII- octubre (fase tardia de la etapa de regresion y cese de la
espermatogénesis). Cd= célula en degeneracion, Ci= célula intersticial, Es= epitelio seminifero, Ez=
espermatozoide, G= espermatogonia (GB= tipo B), L= luz del tabulo seminifero, Pt= célula

peritubular, S= célula de Sertoli, T= espermatida (Tr= redonda), Ti= tejido intersticial, Ts= titbulo
seminifero, V= vaso sanguineo.
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Figura 6. Cambios mensuales en la presencia de diferentes tipos celulares de la estirpe germinal en los testiculos
de murciélagos C. mexicanus. Las barras representan el porcentaje de tibulos analizados (de un total de 24 por
mes) que presentaron cada tipo de célula germinal, considerando que se analizaron 6 tiibulos seminiferos
transversales de una seccion histologica, por testiculo, por murciélago. Espermatogonias A no son reportadas
debido a que existen todo el aho en el epitelio seminifero. En (B) se incluyen los diferentes tipos de
espermatocitos.
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datos obtenidos para ambos murciélagos de junio, se obtuvo un indice de apoptosis del 6.4%
para el epitelio seminifero y del 45% para el tejido intersticial (figura 7), valores que
resultaron ser los mas altos registrados dentro del periodo en que fue detectado marcaje
TUNEL(+). Debido a que en junio las Unicas células germinales presentes fueron
espermatogonias y espermatocitos, y por la ubicacion de las marcas fluorescentes en el epitelio
seminifero de los tejidos analizados, puede decirse que, para ese mes, en la poblaciones de

ambos tipos de células germinales hay eliminacion por apoptosis.

En los meses posteriores a junio, hubo una disminucion considerable en el indice de apoptosis
de ambos compartimientos del testiculo. En particular, para el tejido intersticial, el porcentaje
de células TUNEL(+) bajo a 15.2% y 11.7% en julio y agosto respectivamente; mientras que
en septiembre el indice de apoptosis se elevd a 20.9% (figuras 7A). En el compartimiento
tubular, el porcentaje de células TUNEL(+) registrado en julio fue de 1.4% (figura 7B), siendo
algunas espermatogonias pero principalmente los espermatocitos y espermatidas redondas las
células que presentaron marcaje positivo (figura 8-V). En agosto, indice de apoptosis del
compartimiento tubular fue de 2.7% (figura 7B), observandose ademas algunas espermatidas
en elongacion marcadas como TUNEL(+) (figura 8-VI). En septiembre, atin cuando el indice
de apoptosis (2.4%) fue semejante al calculado para agosto, la gran mayoria de células

TUNEL(+) fueron espermatidas redondas y en elongacion (figuras 7B, 8-VII).
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Figura 7. Variacion mensual interanual del indice de muerte celular por apoptosis en tejidos testiculares de
murciélagos C. mexicanus. (A) Compartimiento intersticial; porcentaje de células intersticiales TUNEL(+)
por mm2 de tejido testicular. De un testiculo por murciélago se reviso el area total de una seccion
histologica. Se presentan los valores promedio del niimero de secciones de tejido analizados por mes e
indicado entre paréntesis. (B) Compartimiento tubular; porcentaje de células TUNEL(+) del epitelio
seminifero por tabulo transversal. De un testiculo por murciélago se utilizd una seccion histologica, de la
cual se revisaron 6 tiibulos seminiferos. Se presentan los valores promedio del niimero de tabulos
analizados por mes e indicado entre paréntesis.
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Figura 8 (fotografias Ia - IIIb). Histoquimica del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Tejidos procesados
por TUNEL vy analizados en microscopio confocal laser de barrido; (a) fluorescencia (L.O. de excitacion =
488nm) y (b) contraste de interferencia de Normanski+ fluorescencia.

Mes de captura de los murciélagos: I- junio (control- = sin TdT), II- agosto (control+ = con DNasal), I1I-
enero (representativo del periodo de inactividad de la espermatogénesis). La presencia de células TUNEL(+) es

indicada por flechas en negro para el compartimiento intersticial y flechas en blanco para el tubular. L= lumen,
Ti= tejido intersticial, Ts= tibulo seminifero.
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Figura 8 (fotografias IVa - Vb). Histoquimica del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Tejidos procesados
por TUNEL y analizados en microscopio confocal laser de barrido; (a) fluorescencia (L.O. de excitacidon =
488nm) y (b) contraste de interferencia de Normanski+ fluorescencia.

Mes de captura de los murciélagos: IV- junio (fase proliferativa de la espermatogénesis; a, b = murciélago
1, ¢, d = murciélago 2), V- julio (fase meiotica). La presencia de células TUNEL(+) es indicada por flechas en

negro para el compartimiento intersticial y flechas en blanco para el tubular. Ti= tejido intersticial, Ts= tibulo
seminifero.
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Figura 8 (fotografias VIa - VIIIb). Histoquimica del testiculo de murciélagos C. mexicanus. Tejidos
procesados por TUNEL y analizadas en microscopio confocal laser de barrido; (a) fluorescencia (L.O. de
excitacion = 488nm) y (b) contraste de interferencia de Normanski+ fluorescencia.

Mes de captura de los murciélagos: VI- agosto (espermatogénesis completa), VII- septiembre
(espermiacion, fase temprana de la etapa de regresion en la espermatogénesis), VIII- octubre (fase tardia
de la etapa de regresion y cese de la espermatogénesis). La presencia de células TUNEL(+) es indicada
por flechas en negro para el compartimiento intersticial y flechas en blanco para el tubular. Ez=
espermatozoides, L= lumen, Ti= tejido intersticial, Ts= tibulo seminifero.
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DISCUSION.

La informacion obtenida sobre la posicion anatomica, la apariencia y las medidas de los
organos sexuales masculinos de los murciélagos Corynorhinus mexicanus, permiten
determinar la condicion reproductiva general en que se encuentran los individuos al momento
de su captura a través del ciclo anual. Con los datos provenientes de ejemplares juveniles
capturados en enero-abril, fue posible estimar que el descenso testicular ocurre antes de que
cumplan el primer aho de vida, mientras que la maduracion sexual debe iniciar cuando tienen
el ano completo. Esta informacion tiene un apoyo en el hecho de que en la poblacion
estudiada, la reactivacion de las funciones reproductivas, identificada como un crecimiento
significativo de los testiculos en los individuos adultos, se presenta en mayo-junio, y en un
estudio previo, el cual indicd que los nacimientos tienen lugar generalmente entre la Gltima

semana de marzo y la primera de abril (13).

El tiempo para la adquisicion de la madurez sexual se conoce solo en unas pocas especies de
murciélagos. Los machos de algunos vespertilionidos no plecotinidos alcanzan la pubertad
tempranamente, como en Myotis nigricans, que es entre los 2 y los 4 meses posparto (90), en
Tylonycteris pachypus y T. robustula a los 3 meses (91), y en Pipistrellus ceylonicus a los 9
meses (92). En los plecotinidos Plecotus auritus, P. austriacus (9; 93), C. townsendii (16) y C.
rafinesquii (94), que son filogenéticamente cercanos a C. mexicanus, es requerido un ano
completo para entrar en la pubertad. Puede considerarse entonces que en C. mexicanus el
periodo de pubertad abarca de marzo a octubre, ya que los apareamientos se realizan en

noviembre y diciembre.
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En C. mexicanus hay un rapido desarrollo postnatal y a los 4 meses de edad, los juveniles
adquieren la talla y peso semejantes a los del adulto (13). En el presente trabajo se estudiaron
ejemplares adultos, por lo que no se esperaba un crecimiento de elementos esqueléticos ni en
la masa corporal, que se viera reflejado en un aumento del peso corporal a lo largo del ciclo
anual, aspecto que fue corroborado al no registrarse cambios mensuales significativos en la
longitud del antebrazo de los murciélagos. Sin embargo, existieron variaciones
interindividuales en las medidas somaticas y variaciones estacionales en el peso corporal de
los ejemplares. En particular, las variaciones en el peso corporal deben haberse presentado
puesto que en vida silvestre, las condiciones ambientales y probablemente el suministro de
alimento cambian estacionalmente (15). El analisis de la relacion entre el peso corporal y la
longitud del antebrazo de los murciélagos adultos, fue un indicador atil para determinar su
condicion corporal, y las variaciones mensuales en este indice corporal, permitid contar con
elementos para evaluar el estatus de los individuos, como indicador de su condicion fisica y de

salud en relacion con la ejecucion de los procesos reproductivos.

En C. mexicanus la posicion de los testiculos fue permanentemente inguinal. En noviembre-
febrero, los individuos presentaron el minimo peso testicular, mientras los epididimos y las
glandulas sexuales accesorias se encontraron mayormente desarrolladas. En este periodo, el
peso del tracto reproductor representd apenas el 1 % del peso corporal total del animal,
indicando que el escaso peso de los testiculos tiene se vio reflejado en el bajo peso corporal y
este a su vez en la “condicidon corporal pobre” de esos murciélagos. Sin embargo, el gran

desarrollo del epididimo y de las glandulas sexuales accesorias observado en noviembre,
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implicd que los murciélagos se encontraban listos para aparearse; aspecto que concuerda con
los registros de machos con la region caudal del epididimo repletos de espermatozoides y de

hembras con evidencias de inseminacion en noviembre y diciembre (13, 14).

De manera contrastante, en agosto los murciélagos presentaron el maximo peso testicular, lo
que se vio reflejado en un mayor peso corporal y una “condicidon corporal buena”. En este
mes, el peso promedio de un solo testiculo fue de 352 mg, es decir, = 40 veces mayor que el
peso de un testiculo de los individuos capturados en noviembre-abril. Una relacion semejante
ha sido reportada para otros vespertilionidos [Nyctalus noctula (10) y Pipistrellus pipistrellus
(11)], lo que sehala que la reproduccidon en varias especies de murciélagos estacionales de
zonas frias, incluye un solo periodo de enorme produccion de espermatozoides disponibles

para la corta temporada de apareamiento, cuando ya no hay actividad de espermatogénesis.

El tamafio de los testiculos varia entre las diferentes especies, el peso testicular aumenta varias
veces en la pubertad y en algunas, hay un incremento al principio de cada estacion
reproductiva (18, 95). En roedores y ungulados, el peso de los testiculos puede representar
hasta el 1% del peso corporal (95), en el hombre y ciertas especies de monos, esta relacion es
menor (96), el caso extremo lo presenta un diminuto marsupial australiano (7Tarsipes
spenceri), ya que el peso testicular puede alcanzar el 5% del peso corporal (97). En C.
mexicanus, €l peso conjunto de ambos testiculos de un individuo en agosto, es de 704 mg lo
que equivale en promedio al 8.7% del peso corporal del animal, valor que supera lo reportado

para el marsupial australiano, y debe estar en relacion a su peculiar sistema de apareamiento.
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Datos relativos al peso testicular son escasos para otros murciélagos plecotinidos. En C.
townsendii de California, EUA, los testiculos mas grandes fueron registrados en septiembre,
cuando en promedio cada oOrgano pesd 377 mg (16). Para ejemplares C. rafinesquii de
Kentucky, EUA, agosto fue el mes cuando tuvieron los testiculos mas grandes (98). Es notoria
la concordancia entre C. mexicanus y C. rafinesquii, ya que en agosto, ambos presentan el
maximo desarrollo testicular; mientras que en C. fownsendii, esta condicidn se presenta un
mes después, lo que parece indicar que esta Gltima especie presenta el patron reproductivo

ancestral para el género, aspecto que requiere ser probado con otros estudios.

El testiculo en un 6rgano conformado mayormente por tibulos seminiferos, por ejemplo en el
murciélago frugivoro de cabeza gris (Pteropus poliocephalus), el volumen que ocupan los
tabulos es = 90% del volumen total del testiculo (99). Los mamiferos estacionales presentan
cambios en el volumen, diametro y longitud de los tbulos, en relacion con las etapas de
crecimiento y regresion testiculares (22, 28). En muchas especies conocidas, el diametro
tubular fluctGia entre 200 y 350 um, pero puede llegar al doble en algunos marsupiales
dasyuridos y paramélidos de Australia (100), aunque el significado funcional de este gran

diametro tubular no es conocido.

En vespertilionidos no plecotinidos como Nyctalus noctula, especie hibernante de Europa, el
diametro tubular varia de 60 a 170 ym a lo largo del ciclo anual, presentandose los valores
mas altos cuando el peso testicular es maximo (10). En Scotophilus heathi de la India sub-

tropical, el intervalo del diametro tubular es de 88.2-182.85 um (101). En C. mexicanus, el
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diametro tubular fluctud entre 35.1 y 179.9 ym a lo largo del ciclo anual. Estos valores se
asemejan a los reportados para N. noctula y S. heathi, pero a diferencia, el peso testicular en C.
mexicanus durante la temporada activa de la reproduccion, sobrepasa el correspondiente valor
para las otras 2 especies de murciélagos, lo que sugiere que la longitud de los tibulos
seminiferos debe ser igualmente mayor y probablemente la cantidad de espermatozoides que

son producidos.

La actividad de espermatogénesis de C. mexicanus reinicid en mayo y concluyo en la primera
quincena de octubre, abarcando un periodo promedio de 5 meses y medio. Otros
vespertilionidos estacionales de zonas frias presentan también un largo periodo de actividad
espermatogénica [C. fownsendii (16), Nyctalus noctula (10) y Pipistrellus pipistrellus (11)],
debido a los altos costos de energia involucrada en el crecimiento de los testiculos y de las

glandulas sexuales accesorias (4).

Al restar el peso del tracto reproductor del peso corporal de los murciélagos C. mexicanus y
calcular nuevamente el indice de condicion corporal (= condicidon corporal no reproductiva),
fue notorio que los individuos que presentaron una “condicion corporal buena”, fueron los
capturados en mayo-junio, periodo en que reinicid el crecimiento de los testiculos. Estos datos
permiten considerar que el reinicio de la actividad testicular esta condicionada a la adquisicion
de una condicion corporal adecuada, en apoyo a la propuesta de un mayor requerimiento de

energia para la ejecucion de la espermatogénesis en los murciélagos.
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La duracion del ciclo del epitelio seminifero y la distincion de las etapas que lo conforman no
fueron precisados para el C. mexicanus; sin embargo, el hecho de haber observado las
primeras figuras de espermatogonias en division durante el mes de mayo y las primeras
espermatidas elongadas y/o espermatozoides en la segunda mitad de agosto, permite estimar
de manera preliminar, que el tiempo requerido para realizar la espermatogénesis completa en
esta especie debe ser de 105-120 dias. De ser confirmado, el proceso de la espermatogénesis
en el murciélago C. mexicanus superaria en duracion a la del raton y del humano, que son de
35 y 74 dias respectivamente (102), y a la del megaquiroptero P. poliocephalus, el Gnico
murciélago del que se conoce la duracion de la espermatogénesis, que es apenas mayor de 60
dias (103). Las diferencias en la duracion de la espermatogénesis en las especies mencionadas
pueden deberse a que en el raton y el hombre la reproduccion es continua, mientras que en los
murciélagos P. Poliocephalus y C. mexicanus son estacionales, pero este tltimo, realiza, a
diferencia del primero, un aletargamiento fisiologico y cuenta con separacion temporal en sus
funciones sexuales masculinas, lo que apunta hacia la necesidad de un mayor tiempo de

maduracion para que las células germinales sean transformadas en espermatozoides.

En el C. mexicanus, el tamaho de la poblacion celular del epitelio seminifero presentd cambios
coincidentes con las variaciones en el diametro de los tubular de los testiculos. El incremento
en el nimero de células del epitelio, que reinicid en mayo y llegd a un pico en agosto, se debid
a la proliferacion de las espermatogonias y espermatocitos; mientras que la disminucion en la
poblacion celular observada a partir de septiembre, fue debido al cese de la actividad

proliferativa de las células germinales y a la liberacion de los espermatozoides hacia el lumen
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en el proceso de la espermiacion. La relacion existente entre las modificaciones cualitativas y
cuantitativas de las células germinales y los cambios en el diametro de los tibulos seminiferos,
y a su vez, con los cambios en el tamano de los testiculos, ha sido reportado también en otros

mamiferos estacionales (31, 37, 40, 41).

En la cuantificacion del nimero de células del epitelio seminifero en C. mexicanus se
incluyeron tanto células germinales como células de Sertoli, y no se realizd un conteo para
distinguir cada tipo celular por separado, enfocado a determinar la existencia de variaciones
estacionales en el nimero de células de Sertoli. Los datos obtenidos de los murciélagos
capturados en agosto, cuando se presentd la espermatogénesis completa, indicaron que el
nimero promedio de células del epitelio por tabulo redondo, fue 5.8 veces mayor con respecto
al nimero de células registrado en los tejidos de individuos capturados durante el periodo
inactivo de la espermatogénesis (noviembre-abril). Lo mas probable, es que estas diferencias

se deban a variaciones en el nimero de células germinales y no en el de las células de Sertoli.

Las células de Sertoli son consideradas terminalmente diferenciadas en su forma adulta (30) y
su namero es estable y no es modificado por hormonas después de la pubertad (32, 33).
Aunque, algunos datos contradictorios indican la existencia de variaciones temporales en el
namero de células de Sertoli en los adultos de unas pocas especies estacionales. Tal es el caso

del caballo (36), el hamster (37), la viscacha (31), el ciervo rojo (28) y el carnero (38).
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Se ha estimado que cada célula de Sertoli adulta soporta y da sustento a un nimero de entre 30
y 50 células germinales (104, 105). El tamaho poblacional de este tipo de célula somatica
determina el nimero de espermatozoides que pueden ser producidos (34). Por lo tanto, se
puede considerar que en los individuos adultos C. mexicanus, no existen cambios temporales
en el nimero de células de Sertoli; sin embargo, es importante continuar con este tipo de
estudios en quirOpteros estacionales, ya que representan una importante oportunidad de
evaluar la existencia de cambios numéricos en las células de Sertoli entre las condiciones

activa e inactiva de la espermatogénesis.

En los cortes histologicos del testiculo de murciélagos C. mexicanus del mes de julio, se
observo la presencia de espermatocitos y en algunos tbulos, ocurri6 la reapertura del lumen.
En agosto y septiembre se registro la presencia de espermatidas alongadas y espermatozoides
y en la mayoria de tibulos, el area del lumen alcanz6 su valor maximo. Estas son evidencias

indirectas de cambios funcionales en las células de Sertoli de esta especie.

Las células de Sertoli permiten el flujo del liquido tubular y tienen participacion en su
produccion y secrecion por regulacion hormonal (106, 107, 108). El liquido tubular es
indispensable para el establecimiento de un ambiente quimico adecuado para la ejecucion de la
espermatogénesis (30), y es el componente que conforma el lumen tubular en el que son
liberados los espermatozoides para su transporte hacia la rete testis y el conducto epididimario
(100). Otra funcidn de las células de Sertoli, compete al traslado de los espermatocitos pre- y

leptoteno del compartimiento basal hacia el adluminal del epitelio seminifero, donde llevaran a
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cabo los pasos correspondientes a la reduccion meidtica y la espermiogénesis; este
desplazamiento celular involucra la modificacion estructural de las uniones estrechas inter-

Sertoli en la barrera hemato-testicular (34, 107, 109, 110).

Las espermatidas también contribuyen con una porcion del fluido que es movilizado por las
células de Sertoli hacia el lumen tubular, en un mecanismo que no es completamente
conocido. Esta contribucion se debe a la pérdida de agua que experimentan las espermatidas
redondas por la condensacion del citoplasma y del ntcleo durante la espermiogénesis (111), y
al desprendimiento del cuerpo residual de cada espermatida madura al momento de la
espermiacion (112). En ambos casos, las estructuras desprendidas de las espermatidas son
fagocitadas y degradadas enzimaticamente por las células de Sertoli, y es probable que parte
del liquido resultante fluya hacia el lumen, propiciando, un aumento en el volumen de la luz

tubular.

En la rata, el lumen tubular aparece en la pubertad y continia incrementando en didmetro
hasta que el animal ha alcanzado los 60 dias de edad (113, 114). En individuos maduros, el
lumen tiene un didmetro de entre 50 y 100 ym a lo largo de toda la longitud del tabulo
seminifero (115), y se incrementa cerca del doble justo en la zona donde los espermatozoides
son liberados (113, 116). En los machos adultos de algunos roedores estacionales, el tamano
del lumen tubular presenta importantes variaciones temporales. Por ejemplo, durante la
regresion testicular en el hamster dorado, el diametro del lumen disminuye considerablemente

en relacion con una disminucion en la tasa de flujo del liquido tubular (22). En el mink (117) y
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la viscacha (118), los testiculos presentan modificaciones estructurales en las uniones
estrechas inter-Sertoli de manera temporal, en relacion con variaciones en el tamano del lumen

tubular entre las etapas de espermatogénesis completa y la de maxima regresion testicular.

Para el murciélago C. mexicanus, la reapertura del lumen tubular observada a partir del mes de
julio, debe tener relacidon con un incremento en el flujo de liquido tubular regulado por accion
hormonal; la presencia de espermatocitos, indica la existencia de modificacion en las uniones
estrechas que conforman la barrera hemato-testicular, permitiendo con ello, su transmigracion
hacia el compartimiento adluminal del epitelio seminifero. La presencia de espermatidas
elongadas y de espermatozoides a partir de la segunda mitad de agosto, implica la extrusion de
agua de las espermatidas durante su proceso de maduracion y en la espermiacion, en relacion
directa con la necesidad de gran cantidad de fluido para el transporte de los espermatozoides
hacia la rete testis y de ahi hacia el epididimo. esto puede explicar el por que se registrO una
mayor area luminal de los tibulos en agosto y septiembre. Esto puede explicar el por que se

registrd una mayor area luminal de los tibulos en agosto y septiembre.

En septiembre comenz6 la involucion testicular en los murciélagos C. mexicanus y a partir de
octubre hubo una disminucidon gradual del area del lumen tubular hasta cerrarse por completo
en enero-febrero. El minimo desarrollo testicular se presentd en noviembre, y aunado a la
notoria disminucion en el area del lumen tubular, fue a partir de este mes, cuando los
murciélagos se encontraron en receso total de la espermatogénesis. En contraste, cuando se

inicia la involucion testicular, para el C. mexicanus la region caudal del epididimo presenta su
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maximo desarrollo, hecho que es notorio por el enorme hinchamiento y la coloracion
blanquecina que adquiere este 0rgano reproductivo; lo que sugiere el congestionamiento con
espermatozoides de la cola epididimaria. También, a partir de la segunda mitad de octubre, el
tamafo de las glandulas ampulares y de la prostata presentd un importante incremento. Estos
datos en conjunto indican que la temporada de copulacion en los murciélagos C. mexicanus

esta delimitada a los meses de noviembre y diciembre.

En los murciélagos de zonas frias, el apareamiento generalmente comienza a finales del
verano o al principio del otofio dependiendo de la especie, y para la mayoria, las copulas se

llevan a cabo a partir del segundo mes del otofio (3, 4).

El haber registrado el menor diametro de los tibulos seminiferos y un epitelio germinal
conformado Gnicamente por células de Sertoli y espermatogonias en los testiculos de
murciélagos C. mexicanus a partir de noviembre, sustentan el hecho de que en esta especie, las
inseminaciones se realizan con el reservorio de espermatozoides almacenados en la cauda del

epididimo, sin nuevos aportes del testiculo.

Si bien los 6rganos reproductores son dependientes de hormonas, hasta este momento no se
cuenta con informacion correspondiente a la actividad endocrina del testiculo de murciélagos
C. mexicanus, con la cual se pudieran establecer relaciones con los cambios morfologicos de
los testiculos y de los drganos sexuales secundarios. La cuantificacion del nimero de células

intersticiales a lo largo del ciclo anual permite generar algunas consideraciones indirectas al
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respecto y plantear supuestos para, en futuros estudios, caracterizar el ciclo de cambios en la
concentracion de las principales hormonas sexuales (como la testosterona), y el papel de estas

hormonas en el patron reproductivo masculino de la especie.

El menor el nimero de células intersticiales fue registrado para los murciélagos capturados en
noviembre-enero, periodo de inactividad espermatogenética. Mientras que, el mayor nimero
de células intersticiales fue registrado en junio y en agosto, meses cuando se lleva a cabo, la
meiosis en los espermatocitos y la espermatogénesis completa respectivamente. De
confirmarse con estudios endocrinologicos, los datos anteriores apuntan hacia la existencia de
una relacion positiva entre el aumento en el tamaho de la poblacion celular del compartimiento
intersticial y la actividad endocrina de las células de Leydig, para el desarrollo de la
espermatogénesis, pero no explican el mantenimiento de las funciones secundarias
(maduracion y almacenamiento de espermatozoides en el epididimo, y produccion del fluido

seminal por parte de las glandulas ampulares y la prostata).

Para algunos mamiferos estacionales, durante los ciclos circanuales de crecimiento e
involucion testiculares, ocurren diversos cambios en el tejido intersticial (18 19). Esos
cambios implican principalmente, variaciones en la actividad esteroidogénica, modificaciones
estructurales, cambios en el volumen de los vasos sanguineos, del tejido intersticial como un
todo y en algunos casos, en el volumen de las células de Leydig y de los macrofagos (16, 22).
En ciertas especies, se han descrito ademas, eventos de desdiferenciacion-rediferenciacion de

las células de Leydig (24).
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En el hamster Sirio (22), el hyrax de las rocas (20) y el caballo (119), el testiculo retrocedido
presenta un nimero menor de células de Leydig con respecto al 0rgano activo. Sin embargo,
otros estudios contradictorios realizados también en el hamster (26) y en el carnero soay (38),
no se reportan variacion estacional en el nimero de células de Leydig en animales
reproductivos vs los no reproductivos. De manera que, no es claro si hay diferencias
generalizadas en cuanto al nimero de células de Leydig para los mamiferos con reproduccion
estacional o si las diferencias son especie-especificas. Sin embargo, estudios
autorradiograficos demuestran la existencia de renovacion de células de Leydig durante la
recrudescencia testicular inducida artificialmente en el hamster (25, 26); la fuente adicional de
células de Leydig puede ser explicada por la proliferacion y subsiguiente diferenciacion de

células intersticiales precursoras (22).

Los resultados obtenidos respecto al nimero de células intersticiales del testiculo en el C.
mexicanus, son congruentes con los correspondientes datos reportados para otros mamiferos
estacionales en los que existe variacion entre la condicion activa e inactiva del testiculo; pero
son limitados, debido a que para el C. mexicanus no se realizd una distincion entre los
diferentes tipos celulares que conforman el tejido intersticial (células de Leydig y células del
mesenquima como, los fibroblastos y los mastocitos), por lo que no es posible determinar con
precision, la existencia de variaciones numéricas en la poblacion de células de Leydig para

este quiroptero.

57



En términos generales, se considera que la testosterona es un requerimiento absoluto para la
espermatogénesis, pero este es un proceso complejo y actualmente se reconoce que la
participacion conjunta de las gonadotrofinas y los androgenos controlan su inicio y
mantenimiento en todos los mamiferos estudiados, y para las especies estacionales, ambos
tipos de hormonas regulan el reinicio de la espermatogénesis después de su regresion natural o

inducida experimentalmente (30).

En primates y en la rata un elevado nivel de testosterona y/u otros factores diferentes
producidos por las células de Leydig, son necesarios para el reclutamiento normal de las
espermatogonias, y se reconoce que el papel predominante de la testosterona parece darse
durante la espermiogénesis, al estimular la maduracion de las espermatidas redondas a
elongadas (120, 121, 122, 123). La accion de la FSH es clave para estimular la progresion de
las espermatogonias de tipo A al B, en la meiosis, y estimula la capacidad secretora de las
células de Sertoli, en las que ademas, tiene un efecto en el arreglo citoesquelético necesario
para el mantenimiento de la barrera hemato-teticular y la adhesion celular (122, 123, 124). La
liberacion de las espermatidas maduras en la espermiacion, se encuentra bajo el control

sinergistico de FSH y testosterona (122).

En los mamiferos estacionales, la concentracion de testosterona plasmatica es mayor durante
el periodo de espermatogénesis (73). Esta misma relacion se ha observado para la mayoria de
quiropteros que han sido estudiados pero en las especies estacionales, se reportan diversas

variantes al respecto. Un modelo endocrino particular registrado para varias especies de
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vespertilionidos hibernantes es el observado en Myotis lucifugus (de ~ 40°N, en EUA), especie
que presenta cambios coordinados entre el incremento del tamahno testicular, la
espermatogénesis, la actividad de las células de Leydig y la concentracion de testosterona y de
globulina plasmatica unidora de esteroides (6). Una ligera variante a este modelo sincronico se
ha reportado para un miembro de la familia Rhinolophidae, el murciélago de herradura del
Cabo Rhinolophus capensis (de 33.5°S, en Sud Africa), que también es hibernante, pero a
diferencia del primero, la testosterona periférica es baja y solo presenta un pico durante la
parte tardia del periodo de espermatogénesis (6). Otra variacion se reporta el vespertilionido
Scotophilus heathi de la India subtropical, para el que una alta concentracion de
androstendiona circulante y el pico de testosterona plasmatica estan asociados particularmente
con la ronda inicial de espermatogénesis (101). Pero una situacion completamente diferente se
ha reportado para microquirdpteros australianos, como el molossido Mormopterus planiceps
(en los 36°S) y el emballontrido Taphozous georgianus (~24°S), que no son hibernantes pero
que tienen la capacidad de reducir grandemente su metabolismo durante el invierno. Estas
especies cuentan con un ciclo Gnico y largo de espermatogénesis, en el que al inicio, los
androgenos  (androstendiona 'y testosterona en M. planiceps; androstendiona,
dihidrotestosterona y testosterona en 7. georgianus) en su conjunto exhiben un aumento y un
pequeno pico en la testosterona plasmatica que coincide con el maximo tamano de los
testiculos; sin embargo, la regresion testicular ocurre a pesar de la elevada concentracion de

los androgenos en su conjunto (6).
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Aunado a la variacion en los modelos endocrinos que se han descrito para diferentes grupos de
murciélagos, esta la existencia de especies, principalmente aquellas que habitan en zonas frias,
que cuentan con una asincronia temporal de sus funciones sexuales masculinas; tal es el caso
del murciélago C. mexicanus. Para ciertas especies que tienen el patrOn asincronico de
reproduccion se ha visto que en el invierno, cuando la espermatogénesis se encuentra en
receso, los niveles de androgenos son bajos, mientras que las funciones sexuales secundarias

son mantenidas (3, 6).

Es importante considerar la informacion existente para los mamiferos no quirdpteros, sobre la
contribucion que tienen los androgenos 5-a reducidos en la regulacion de la espermatogénesis.
Se conoce que estos andrOgenos son mantenidos durante la supresion de gonadotrofinas y
pueden actuar para mantener bajos niveles de desarrollo de las células germinales (123). En
particular, la dihidrotestosterona (DHT) tiene el doble de afinidad y una tasa de disociacion 5
veces mas lenta por el receptor a androgenos comparativamente con la testosterona (125,
126). Sin embargo, su abundancia relativa en el testiculo normal, es 5 veces mayor que la de
DHT; por lo que es comin que la testosterona sea el ligando predominante para el receptor de
androgenos (127). La DHT tiene un papel en la espermatogénesis normal pero este papel llega
a ser mas importante cuando los niveles de androgenos intratesticulares son reducidos
experimentalmente (128). Bajo esta condicion, la DHT puede restaurar la espermatogénesis
incluso cuando su nivel intratesticular es de aproximadamente un 50% del correspondiente

para la testosterona, en concordancia con su alta afinidad al receptor de androgenos (128).
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El patron reproductivo masculino del C. mexicanus se asemeja al de especies de zonas frias en
las cuales, las células de Leydig tienen una completa involucion al inicio del periodo de
apareamiento, o bien probablemente se mantienen en un nivel bajo de actividad durante el
traslape entre el periodo de apareamiento y el de la hibernacion. Por lo tanto, es importante
realizar nuevos estudios para evaluar los cambios morfologicos y numéricos de las células
intersticiales, particularmente de las células de Leydig en el murciélago C. mexicanus,
complementado con la cuantificacion de los principales androgenos (incluyendo testosterona,
androstendiona y DHT) para tratar de explicar el mantenimiento de las funciones sexuales
secundarias durante la parte del otoho-invierno cuando el testiculo se encuentra en su minimo
desarrollo. Asi mismo, es necesario explorar las diversas fuentes de androgenos, incluyendo a

la grasa café.

En los murciélagos C. mexicanus estudiados, hay eliminacion celular por apoptosis (células
positivas a TUNEL) en ambos compartimientos del testiculo (intersticial y tubular), un mes
después de reiniciada la actividad de espermatogénesis y continfia, incluyendo la parte inicial
de la involucion testicular. Para ambos compartimientos del testiculo, junio fue el mes en que
se presentd el mayor indice de apoptosis. No se detectaron células TUNEL(+) en la parte final
de la regresion testicular, durante el periodo de inactividad espermatogenética, al reinicio de

esta actividad en los murciélagos.

Las evidencias observadas durante el ciclo anual en el epitelio seminifero de los murciélagos

C. mexicanus, descartan la posibilidad de que algunas células de Sertoli fueran eliminadas por
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apoptosis; sin embargo, esta posibilidad no puede ser desechada por completo, debido a que se
considera que todas las células nucleadas contienen un programa suicida interno que, sobre la

estimulacion por sefiales apropiadas, pone en funcionamiento la apoptosis (52).

En agosto se registrd el mayor nimero de células y un bajo indice de apoptosis en el tejido
intersticial; mientras que en septiembre, hubo un incremento en el indice de apoptosis, cuyo
efecto se vio reflejado dos meses después, ya que a partir de noviembre se registraron los
valores mas bajos en el nimero de células intersticiales. Lo que sugiere la existencia de un

comportamiento ciclico de recambio celular en el tejido intersticial para el C. mexicanus.

El testiculo es un Organo que se caracteriza por un importante recambio celular durante el
periodo activo de la espermatogénesis, siendo las células de la estirpe germinal quienes
experimentan dicho recambio. En el caso de células somaticas, como las células de Leydig en
el compartimiento intersticial y las células de Sertoli en el compartimiento tubular, son escasos

los reportes que indican la existencia de recambio celular en el individuo adulto.

Estudios realizados en la rata, indican que el nimero de células de Leydig que experimentan
apoptosis es inadvertible una vez que el individuo ha llegado a la pubertad (58). En el hombre,
el testiculo cursa por un vigoroso crecimiento previo a la pubertad, el cual parece estar
relacionado con disminucion de la apoptosis en las células de Sertoli (129). En la pubertad

estas c€lulas no presentan evidencias de fragmentacion de DNA (58). En el individuo adulto,
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las células de Sertoli son notables por su resistencia a estimulos que inducen la muerte en otros

tipos de células somaticas del testiculo (35), incluyendo la hipofisectomia (130).

En quirdpteros, solo hay un reporte en el que se presentan evidencias de apoptosis en células
testiculares, es el caso de Miniopterus inflatus, una especie estacional, pero su estudio fue
limitado al periodo de letargo sexual de los individuos, que es cuando ocurre la regresion
testicular, notandose que las células de Leydig presentaron nicleo esferoide,
predominantemente eucromatico, citoplasma denso con gotas lipidicas, mitocondrias esféricas
y otros organelos pobremente definidos (84). También se observaron macrofagos con
evidencias de fagocitosis de lo que probablemente fueran células intersticiales. Estos aspectos
indicaron la existencia de muerte celular por apoptosis en el compartimiento intersticial (84).
Ademas, la presencia de ocasionales espermatogonias y espermatocitos, algunos de ellos con
cariolisis y desintegracion de sus membranas y organelos (reticulo endoplasmico liso), y la
presencia de vesiculas dispersas y numerosas gotas lipidicas en el citoplasma apical de las
células de Sertoli, indicativos de fagocitosis, fueron evidencia de apoptosis en el

compartimiento tubular del testiculo en M. inflatus (84).

La existencia de eliminacion de células germinales durante la etapa completa de regresion
testicular en M. inflatus, difiere de los resultados obtenidos para el C. mexicanus, donde
solamente se detectaron evidencias de apoptosis en la parte inicial de la etapa de regresion del
testiculo. Estas diferencias pueden deberse a que el patron reproductivo masculino general de

los minipterinidos, no es asincronico, ya que los apareamientos se realizan previo a la
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temporada de aletargamiento invernal, y la actividad testicular y de los Organos sexuales
secundarios, termina justo antes del periodo invernal (84). En C. mexicanus, el patron
reproductivo es claramente asincronico, por lo que es probable la existencia de un mecanismo
para prevenir la muerte de las células germinales para mantenerlas viables hasta su total
maduracion y almacenamiento en el epididimo, y contar con un deposito espermatico
suficiente para las cOpulas que ocurren durante noviembre-diciembre, cuando se presenta el

aletargamiento invernal.

La importancia del mantenimiento de una poblacion estable de células de Sertoli en el
testiculo sexualmente maduro, se debe a que cada célula tiene una capacidad fija para el
nimero de células germinales a las que puede dar soporte (131), capacidad que varia entre las
especies (30) pero que en general es limitada (42). El nimero de células de Sertoli determina
tanto el tamano testicular como la produccion diaria de esperma (30), por lo que su
eliminacion debe ser un fendmeno estrictamente controlado, manteniendo inactivo su
programa suicida interno; control que puede disminuir hacia la etapa senil como ocurre en
caballos (132) y en hombres (133, 134), donde se ha reportado una disminucion en el tamano
poblacional de las células de Sertoli asociado al envejecimiento. En las especies estacionales
de las que se tienen evidencias de cambio en el tamano de la poblacion de células de Sertoli, la
eliminacion celular debe ser balanceada por actividad proliferativa, evitando con ello, una

disminucion en la capacidad de produccion de espermatozoides.
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El desarrollo normal de la espermatogénesis requiere de un adecuado cociente numérico entre
células de Sertoli y células germinales. Se ha calculado que durante la espermatogénesis una
sola espermatogonia podria generar hasta 256 espermatozoides; sin embargo, entre el 25 y el
75% de las células germinales son eliminadas de manera natural en diferentes etapas de su
desarrollo (43, 44), siendo la apoptosis el mecanismo principal de eliminacion (45, 46, 47, 48,

49, 50, 51).

En la pubertad, una eliminacion masiva de espermatogonias por apoptosis es importante para
el desarrollo funcional de la espermatogénesis (60), mientras que en el individuo adulto la
ocurrencia de apoptosis entre las espermatogonias es esporadica (60, 61). Estos datos resultan
de importancia al considerar el indice de apoptosis registrado para el epitelio seminifero de los
2 murciélagos C. mexicanus estudiados durante el mes de junio de este trabajo; donde uno de
ellos presentd un elevado porcentaje de células TUNEL(+) comparativamente con el
correspondiente valor para el otro murciélago estudiado. Es probable que el primer murciélago
mencionado, estuviera en el inicio de su vida reproductiva, con una edad estimada de entre 14
y 15 meses y por tanto, estuviera cursando su primera ronda de espermatogénesis. En el
segundo caso, el individuo debi6 tener 2 ahos de edad o mas, y por tanto, estuviese cursando el
reinicio de una nueva actividad espermatogenética, lo que explicaria por que presentd un bajo

indice de apoptosis.

El proceso de conversion de las espermatogonias en espermatozoides maduros, involucra un

balance fino entre la proliferacion y la muerte celular (135). Estudios en la rata indican que las
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espermatogonias tipo A,,, los espermatocitos primarios, los secundarios y por @ltimo las
espermatidas, son los tipos celulares de la estirpe germinal que experimentan apoptosis en un
orden descendente; mientras que las espermatogonias tipo A, ,, las intermedias y las de tipo B,

raramente degeneran (43, 46, 48, 49, 50, 58, 62, 136).

En los mamiferos estacionales, la eliminacion de células germinales por apoptosis juega
también un papel central en la regresion natural del testiculo (137, 138). Las evidencias
histologicas y el no haber detectado células TUNEL(+) en el epitelio seminifero de los
murciélagos C. mexicanus capturados en la parte final del periodo de regresion testicular
(octubre) y durante el periodo completo de inactividad espermatogenética (noviembre-abril),
permiten considerar que en octubre, las espermatidas se encuentran en su fase final de
maduracion y son liberadas de la célula de Sertoli hacia el lumen tubular, en el proceso de
espermiacion. Las espermatogonias que permanecen poblando el epitelio seminifero, deben
corresponder a las que no experimentan apoptosis, como las del tipo A, ,, las intermedias y las
B reconocidas para la rata. También deben permanecer las células madre espermatogonias que
mantienen el reservorio de células germinales; estas Gltimas, en los mamiferos no primates
corresponden al tipo As (single) (139, 140, 141, 142), las cuales a su vez, proliferaran y se
diferenciaran al reinicio de la siguiente ronda de espermatogénesis. Es importante mencionar
que para los murciélagos, son pocos los trabajos donde se describen diferentes tipos de
espermatogonias en el testiculo adulto. En el megaquirdptero Pteropus poliocephalus, se
distinguieron las espermatogonias A, intermedias y B, pero no se reportan los diferentes

subtipos de espermatogonias A, probablemente por que no existan (103). También en el P.
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poliocephalus ocurre una pérdida significativamente mayor de células germinales en los
testiculos involucionados, comparativamente con la estacion reproductiva; presentandose esta
pérdida de células germinales principalmente durante el periodo final de la etapa de division
de las espermatogonias y durante la fase de meiosis en los espermatocitos, aunque no se

determind por que tipo de proceso fueron eliminadas esas células (99).

En P. poliocephalus la estacion reproductiva se lleva a cabo en el otono, cuando los individuos
presentan valores maximos en el tamano testicular, en el nivel de testosterona plasmatica y la
fertilidad es 6ptima, aunque, algo de produccion de espermatozoides se presenta en el periodo
cuando los testiculos se encuentran involucionados (99). De manera diferente, en C.
mexicanus cuando el testiculo se encuentra involucionado, no hay ninguna actividad de

espermatogénesis.

Durante la regresion testicular en el murciélago P. poliocephalus se observaron varios
espermatocitos primarios en paquiteno y espermatidas redondas, tanto en la luz de los tbulos
seminiferos, como en la del segmento inicial del epididimo (99). El desprendimiento de
células germinales inmaduras podria deberse a la pérdida de la adhesion celular causado por la
caida natural en los niveles de FSH y de testosterona, pues se ha visto que la disminucion
experimental de la concentracion sérica de FSH y/o de testosterona en ratas, propician el
desprendimiento de las espermatidas redondas ancladas a las células de Sertoli, lo que resulta
en la liberacion de las espermatidas hacia el lumen tubular y su aparicion en el epididimo,

dirigiendo asi a la interrupcion de la espermatogénesis (124). Adicionalmente, en el

67



murciélago filostomido Artibeus lituratus se ha reportado la presencia de células germinales
inmaduras con signos de apoptosis en la luz del tibulo epididimario, sugiriendo que dichas
células podrian haber entrado en la fase inicial de la apoptosis poco antes de ser liberadas del
epitelio germinal y ser transportadas hacia el epididimo donde culminan con el proceso de

muerte (143).

Los datos referentes al nimero de células del epitelio seminifero y el indice de apoptosis en el
compartimiento tubular del testiculo en los murciélagos C. mexicanus, indican que la regresion
testicular en este quirOptero es un proceso complejo que se realiza en dos fases: una fase
inicial en la que tiene participacion la eliminacion de células germinales por apoptosis, y una
segunda donde la espermiacion y el trasporte de espermatozoides hacia el epididimo, asi como
el cese de la actividad espermatogénica, son los factores que participan en la reduccion del
diametro tubular y por ende, en el tamano del testiculo. La reduccion en los niveles circulantes
de hormonas (FSH/testosterona) en el organismo podrian tener un impacto en la liberacion de
células germinales inmaduras por lo que es importante la realizacion de estudios

endocrinologicos apropiados para corroborarlo.

Al término de la regresion, los testiculos de los murciélagos C. mexicanus experimentan una

profunda disminucion en tamano y peso, quedando muy cercanas a las correspondientes

medidas testiculares de los individuos juveniles.
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Algunas especies de quirOpteros presentan migracion estacional de los testiculos, del escroto
hacia una posicion intra-abdominal, y con ello, el detenimiento de la espermatogénesis (3). En
general, en los mamiferos escrotales, la temperatura intra-testicular es varios grados
centigrados por debajo de la temperatura corporal interna, y se ha visto que el proceso de la

espermatogénesis es dependiente de la baja temperatura del escroto (144).

El caso extremo del efecto que tiene la temperatura corporal sobre la fisiologia del testiculo, se
presenta en la criptorquidia, patologia que propicia una caida en la concentracion testicular de
testosterona (145, 146), un incremento de la apoptosis en células germinales y finalmente la
interrupcion de la espermatogénesis (69, 70, 71, 72). Cuando se provoca el retiro de la
testosterona, hay un aumento de la apoptosis en células germinales (147, 148). La temperatura
a la que esta sometido el testiculo criptorquidico afecta también la actividad de las enzimas
antioxidantes superOxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), propiciando con ello, un
desbalance en los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs), que al elevarse, generan un
estrés oxidativo. Consecuentemente, las EROs peroxidan a los componentes estructurales de

las células, entre los que destacan los lipidos y se estimula la apoptosis (149).

Corynorhinus mexicanus puede considerarse como una especie escrotal, ya que en los
individuos adultos, pero a diferencia de otros mamiferos escrotales, los testiculos estan
adosados a la cara interna de los muslos y no son pendulares. Ademas, es importante recalcar
que para este trabajo, solo se estudiaron animales normales, por lo que los efectos de la

criptorquidia son descartados. Sin embargo, asociado a los grandes cambios estacionales en el
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tamafno de los testiculos de estos murci€élagos, es probable que ocurran variaciones en la
temperatura intratesticular, que tengan efectos sobre las funciones que caracterizan a estos
organos sexuales. Estos efectos serfan observados en septiembre, cuando se lleva a cabo la
parte inicial de la involucidn testicular, un ligero incremento en la temperatura de los testiculos
podria entonces ocasionar una disminucidn en la concentracion intratesticular de testosterona;
lo que podria explicar, por una parte, la liberacion de las espermatogonias maduras hacia el
lumen tubular, y el aumento en el indice de apoptosis en células germinales inmaduras y en
c€lulas intersticiales. Al continuar la reduccion del tamano testicular en octubre (parte final del
periodo de involucion testicular), podria propiciarse un nuevo aumento de la temperatura y
con ello, mayor reduccion en el nivel de testosterona y finalmente, el fin de la actividad
espermatogenética. La ausencia de células TUNEL(+) en los tejidos testiculares de los
individuos de octubre, apunta hacia una modulacion fina por parte de mecanismos que evitan
la apoptosis, para mantener una poblacion de células germinales que reiniciaran la actividad de

espermatogénesis en la primavera siguiente.

Los murciélagos C. mexicanus tienen la capacidad de realizar un aletargamiento fisiologico
(torpor diario) durante la temporada fria del ano. Estos murciélagos son de habitos nocturnos,
y durante el dia, cuando se encuentran dentro del refugio (el tlnel), la oscilacion anual de la
temperatura ambiental interna del refugio, permanece entre los 9° y los 12°C, siendo junio el
mes mas caliente y febrero el mas frio; mientras que en condicion de letargo, la temperatura
corporal de los murciélagos es solo = 2°C mayor que la temperatura ambiental (13). La baja

temperatura del refugio, asociado a la reduccion de la temperatura corporal que presentan los
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murciélagos en los meses invernales, puede funcionar como un amortiguador para evitar la
elevacion de la temperatura intratesticular durante el periodo en que los testiculos tienen el
tamafio minimo (noviembre-abril), y con ello, la inhibicidon de la apoptosis. Por otra parte, la
temperatura media ambiental de la zona geografica donde se encuentra el refugio de los
murciélagos, comienza a elevarse en el mes de abril, y en junio, el mes mas calido, se
encuentra entre los 15.5°-16°C (13, 15). En C. mexicanus, la espermatogénesis y el
crecimiento testicular reinician en mayo pero para el mes de junio, debido a que los testiculos
todavia son de tamanho pequefo, es probable que la cercania de estos o6rganos al cuerpo, los
mantenga en una mayor temperatura, propiciando el inicio y mayor indice de apoptosis

registrado en ambos compartimientos testiculares.

Una explicacion pertinente para la modulacion interna de la apoptosis en el testiculo del C.
mexicanus puede darse a partir de los siguientes conocimientos. Una elevada actividad
metabolica del testiculo, que es soportada por hormonas, durante la espermatogénesis, puede
generar altos niveles de EROs (150). Los espermatocitos en paquiteno, las espermatidas
redondas y los espermatozoides contienen entre un 38 y 56% mas actividad SOD que las
c€lulas somaticas (151). Los espermatozoides epididimarios producen una gran cantidad de
O,” en la mitocondria y la membrana plasmatica (por actividad de NADPH oxidasa), seguido

de la generacion de H,O, como producto de la actividad de SOD (152, 153, 154).

Las enzimas antioxidantes participan en el mantenimiento de la viabilidad celular pues se ha

demostrado que la SOD evita la apoptosis durante la exposicion del testiculo a estrés calorico
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(65) y por criptorquidia (155). La glutation peroxidasa citosdlica (GPX1) previene la apoptosis
inducida por estrés oxidativo en células renales, y en este mismo modelo, la CAT compensa

cuando hay agotamiento de GPX para un cierto nivel de degradacion del H,O, (156).

El testiculo de los mamiferos presenta altos niveles de PHGPX, expresada preferentemente en
la capa de espermatidas redondas (63, 157). En la rata, la actividad testicular de SOD es
similar al nivel reportado para el higado; mientras que la actividad de GPX y la de CAT,
representan solamente el 5 y el 2% respectivamente, con respecto a la actividad en higado
(65). Las células germinales masculinas de la rata y del humano, expresan importantes
actividades de Cu/Zn SOD y Mn-SOD; mientras que las células de Leydig, las células mioides
peritubulares y las células de Sertoli presentan niveles importantes de SODs, GPX (63, 151,

158) y CAT (159).

Los testiculos de murciélagos adultos C. mexicanus presentan una baja actividad de SOD
durante la etapa de receso testicular, la actividad incrementa a partir de abril y se mantiene alta
durante mayo-julio para disminuir en agosto, la actividad de CAT es bimodal, con un pico de
mayor magnitud al reinicio del crecimiento testicular; mientras que las actividades de GPX y
de gama-glutamil transpeptidasa (GGT) presentaron comportamientos en paralelo con el ciclo
anual de cambios en el peso de los testiculos (160). La GGT es esencial para el metabolismo
del GSH y tiene relacion con el sistema de la GPX hacia la detoxificacion del H,O, (161, 162,

163).
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Por lo tanto, compaginando con la informacion sobre la actividad de las enzimas antioxidantes
reportada en la literatura para diferentes mamiferos, con los datos obtenidos y reportados en
(160), se puede decir que con el incremento de la actividad de SOD el testiculo del C.
mexicanus observado en abril, la correspondiente produccion de H,O, podria estar relacionado
con la estimulacion de la proliferacion y el crecimiento de las espermatogonias en mayo. De
hecho, estudios in vitro han permitido observar que un bajo nivel de oxidantes insuficiente
para generar estrés oxidativo, tiene efectos positivos sobre el crecimiento, activacion,
proliferacion (164, 165, 166) y la diferenciacion celular (167). La mayor actividad de CAT en
el periodo de recrudescencia testicular (mayo) debe disminuir la concentracion del H,O,,
evitando con ello, la afectacion peroxidativa de las espermatogonias, lo que explicaria el hecho
de no haber sido detectadas células TUNEL(+) en el epitelio seminifero de los tejidos
testiculares correspondientes al mes de mayo. Tan solo un mes después, en junio, el
incremento en el nimero de espermatogonias y el sostenimiento de la actividad metabolica
relacionado con la proliferacion celular, debid causar la elevacion en los niveles de EROs que
propiciara un estrés oxidativo lo suficientemente elevado para disparar la apoptosis en un
importante nimero de espermatogonias y espermatocitos. El estrés oxidativo que propiciara el
aumento en la apoptosis observado en junio podria explicarse por el aumento progresivo de la

actividad SOD en el periodo de mayo a julio, lo cual pudo dirigir a su vez a un mayor aumento

del H,0,.

Con la revision de los tejidos testiculares de los murciélagos C. mexicanus capturados en julio,

fue notorio un nuevo incremento en el diametro tubular y en el nimero de células del epitelio
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seminifero, asi como la aparicion de los espermatocitos; pero hubo una disminucion en el
indice de apoptosis para el epitelio seminifero con respecto al mes anterior. Como se ha
demostrado para otras especies, los espermatocitos en paquiteno tienen una importante
actividad SOD (151), lo que puede generar H,O, y con ello, la posibilidad de lesiones
oxidativas del DNA de no existir suficiente actividad de GPX o de CAT. Es conocido también,
que en los espermatocitos en paquiteno se da el entrecruzamiento de los cromosomas y el
intercambio de DNA entre las cromatidas (30), proceso que es supervisado por un sistema de
monitoreo para reparar los posibles dafios al DNA y asegurar la integridad del genoma para la
siguiente generacion (168). La disminucion del indice de apoptosis en el epitelio seminifero
del C. mexicanus en el mes de julio comparativamente con junio, puede deberse a la
colaboracion del sistema de monitoreo y reparacion de los danos al DNA, junto con la

actividad del sistema enzimatico antioxidante para disminuir los niveles de EROs.

La disminucion de la actividad SOD en agosto es importante puesto que para entonces la
espermatogénesis se lleva a cabo de manera completa y la formacion de H,0, a altos niveles
podria afectar a las espermatidas en sus fases finales de diferenciacion, lo que resultaria
potencialmente peligroso. Este incremento en la proporcion de células germinales que son
eliminadas debe estar relacionado con el mantenimiento de una determinada razon numérica
entre células de Sertoli:células germinales para que la espermatogénesis proceda
adecuadamente. La muerte programada de células germinales se considera esencial en la
prevencion de formacion de tumores (60, 169, 170), y es necesaria para eliminar a las células

genéticamente defectuosas (168). De hecho, actualmente se considera a la cinética de la
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espermatogénesis como una interaccion entre mitosis, meiosis, apoptosis y diferenciacion (47,

48).

La estrecha relacion entre las actividades de GPX y de GGT con el ciclo de cambios
morfologicos del testiculo en los murciélagos C. mexicanus sugiere una participacion conjunta
de estas enzimas para atenuar las altas concentraciones de H,0,, manteniendo en

funcionamiento el sistema GPX/GR via la utilizacion de GSH.

El modelo de investigacion de un largo periodo de espermatogénesis en los quirOpteros
estacionales, como es el caso del C. mexicanus, en el que las correspondientes etapas que
componen a la espermatogénesis (proliferacion de las espermatogonias, meiosis de los
espermatocitos y diferenciacion de las espermatidas) pueden ser distinguidas con claridad, en
diferentes pero secuenciales periodos de tiempo, tiene particular importancia para examinar las
variaciones en la concentracion de EROs, los diferentes grados de estrés oxidativo resultantes
y su efecto sobre cada tipo de células de la estirpe germinal durante el proceso de la
espermatogénesis; asi como evaluar la posibilidad de renovacion en las células somaticas mas

importantes (células de Leydig y células de Sertoli).
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CONCLUSIONES.

Con base en la descripcion de la morfologia gruesa de los diferentes Organos sexuales
masculinos y con la descripcion histologica del testiculo de varios individuos a lo largo de un
ciclo anual completo, se logro la caracterizacion precisa del patron reproductivo masculino de
la especie Corynorhinus mexicanus. Estos murciélagos tienen un solo periodo de actividad

reproductiva por aho y presentan un desfasamiento temporal en sus funciones sexuales.

En los individuos adultos, los testiculos son permanentemente inguinales. Los testiculos son
los 6rganos mas pesados con respecto a los otros genitales, y presentan marcados cambios
entre la condicion de receso (noviembre-abril) comparando con la de maximo desarrollo
(agosto), cuando presentan un incremento en el peso, de aproximadamente 40 veces. Por lo
que el peso correspondiente al par de testiculos representa en agosto, en promedio, el 8% del
peso corporal total del animal. El reinicio del crecimiento testicular y de la espermatogénesis
parece depender de la adquisicion de una ‘“condicidon corporal buena” por parte de los
murciélagos. La actividad de espermatogénesis culmina en la segunda mitad de octubre; por lo
que el periodo completo de esta funcion reproductiva principal, abarca un tiempo promedio de

5 meses y medio.

El reinicio del crecimiento en el epididimo y las glandulas sexuales accesorias (glandulas
ampulares y prostata) ocurre en junio y julio respectivamente. Estos 6rganos se encuentran en
una condicidon de maximo desarrollo en noviembre, y es entonces cuando tienen lugar los

apareamientos, empleando para ello, los espermatozoides almacenado en la cauda del
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epididimo desde la segunda mitad de agosto, y sin nuevas aportaciones por parte del testiculo.
Ambos tipos de organos, (epididimo y las glandulas sexuales accesorias) involucionan durante
enero-febero, por lo que los individuos se encuentran en una condicidon de receso reproductivo

en los meses de marzo y abril.

Considerando los criterios morfo-histologicos que han sido utilizados para describir el proceso
de la espermatogénesis en los mamiferos, fue posible establecer las etapas que caracterizan la
espermatogénesis, y ubicar dichas etapas en sus respectivas fechas a lo largo del ciclo

reproductivo del C. mexicanus como a continuacion se describe:

Reinicio de la espermatogénesis (mayo); por tratarse de una especie estacional, el término
reinicio implica individuos sexualmente maduros. Involucra la renovacion de las células
madre espermatogonias mediante una serie de divisiones mitdticas, para dar paso a la

produccion de las espermatogonias A y B.

Proliferacion de las células germinales (mayo-julio); donde las espermatogonias tipo B
presentan varias series de divisiones mitoticas hasta producir espermatocitos primarios, los
cuales contintian dividiéndose por meiosis y generar a las espermatidas inmaduras (redondas),

estas Gltimas particularmente a partir de julio.
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Espermiogénesis (julio-octubre); las espermatidas inmaduras cursan por una serie de cambios
que involucran la diferenciacion de estructuras de la cabeza y cola, dando como resultado a los

espermatozoides altamente diferenciados.

Espermiacion (agosto-octubre); los espermatozoides son liberados del epitelio seminifero
hacia el lumen tubular, para ser transportados a la rete testis y posteriormente al epididimo,

donde continuaran su maduracion y seran almacenados.

Periodo de inactividad (noviembre-abril); el epitelio seminifero es conformado mayormente
por células de Sertoli y por escasas espermatogonias que permanecen como el stock que

reiniciard una nueva ronda de espermatogénesis en mayo.

Esta es la primera vez que se genera informacion para una especie de murciélago estacional,
que permite distinguir la dindmica de recambio celular en el testiculo, a lo largo del ciclo
reproductivo, empleando evidencias directas de eliminacion por muerte celular. En ambos
compartimientos del testiculo, el intersticial y el tubular, el recambio celular se presenta una
vez que se ha establecido el periodo de actividad de espermatogénesis. Este recambio fue
posible cuantificarlo considerando: el nimero total de células propias de cada compartimiento
testicular, y el porcentaje de células TUNEL(+) como indicador de muerte celular por
apoptosis. Durante el reinicio de la actividad espermatogénica, no se presentd eliminacion de
células germinales, lo que permite la repoblacion del epitelio seminifero y el crecimiento del

testiculo. El mayor indice de apoptosis fue registrado en junio, lo que debe estar relacionado
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con el mantenimiento de un adecuado cociente numérico entre las células de Sertoli y las
células germinales, necesario para continuar con el buen desarrollo de la espermatogénesis. En
general, para los meses de julio a septiembre ocurre eliminacion esporadica de células
germinales por apoptosis, como parte normal del desarrollo de la espermatogénesis. La

involucion testicular tiene lugar durante septiembre y octubre.

En el proceso de involucion testicular participaron diferentes factores, los cuales fueron
distinguidos en dos etapas diferentes; en la primera, que es la fase temprana del periodo de
regresion testicular (septiembre), si tuvo participacion la muerte de células germinales por
apoptosis. Mientras que en la segunda etapa, que corresponde a la fase tardia de la regresion
testicular (octubre) no fue detectada apoptosis, por lo que la involucion testicular debe ser el
resultado de la accion conjunta de sustentado por los siguientes factores: el cese de la actividad
proliferativa de las células germinales, el transporte de los espermatozoides hacia el
epididimo, el desprendimiento de células germinales inmaduras del epitelio seminifero, el

cierre de la luz tubular y la disminucion en el diametro de los tabulos seminiferos.

El mayor niimero de células intersticiales (entre estas, las células de Leydig) registrado en los
meses de junio y agosto, en los tejidos testiculares del C. mexicanus, podria estar en relacion
con la produccion de testosterona en un esquema bimodal, que de corroborarse, sustentaria en
una primera instancia, a la espermatogénesis, y en una segunda, a las funciones sexuales

secundarias.
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