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1. RESUMEN

Los mamiferos poseen adaptaciones fisiologicas y conductuales que tienden a incrementar
la adecuacion reproductiva en ambientes que varian estacionalmente. La longitud del
fotoperiodo desempefia un papel importante en algunos mamiferos, permitiéndoles
establecer el tiempo del afio para regularizar sus ritmos bioldgicos anuales. El raton de los
volcanes (Neotomodon alstoni alstoni, Merriam, 1898), es un roedor endémico de México,
de habitos nocturnos, que presenta actividad reproductiva durante todo el afio, con una
mayor tasa de natalidad de abril a septiembre (Chavez, 2005). Debido a que es capaz de
adaptarse favorablemente a las condiciones de cautiverio, es util como animal de
experimentacion y ha sido empleado como modelo bioldgico en multiples investigaciones,
pero ain se desconocen aspectos importantes de su reproduccion. El objetivo de este
trabajo fue determinar si la biologia reproductiva y la estructura del ritmo de actividad
locomotriz en el macho del raton de los volcanes, presenta una respuesta diferencial al
fotoperiodo de dias cortos y dias largos como sucede en el hamster sirio (Mesocricetus
auratus). Se utilizaron 10 ratones y 4 hamsteres sirios en ciclos de iluminacién LO 08:16, y
10 ratones y 4 hamsteres en LO 16:08; empleando al hamster como control ya que su
respuesta ante las variaciones en el fotoperiodo es ampliamente conocida. Los animales se
mantuvieron durante tres meses en sus respectivos fotoperiodos bajo una intensidad
luminosa de 280 lux, un rango de temperatura de 18-23°C y fueron alimentados con
nutricubos (Rodent Lab Chow) y agua ad libitum. A seis de los diez ratones en cada
fotoperiodo, se les registro cronicamente el ritmo de actividad locomotriz, mediante
sensores infrarrojos, con el fin de determinar la relacion entre la estructura del ritmo de
actividad y el ciclo de LO. Los datos de actividad fueron analizados mediante el uso del
programa DISPAC, graficados en actogramas dobles y en curvas de actividad promedio.
En cuanto a las respuestas fisiologicas de los animales en su biologia reproductiva, se
evaluo el tamafio de ambos testiculos s6lo en cinco ratones al inicio del experimento, asi
como el peso corporal de todos los animales. Mientras que al finalizar los tres meses de
exposicion fotoperiddica, se evaluaron los siguientes parametros: Tamafio de ambos
testiculos, estructura histologica testicular, concentracion plasmatica de testosterona y peso
corporal. Los resultados obtenidos indican que en ambos ciclos de LO, existe actividad

principalmente nocturna, con brotes de actividad durante la fase diurna, de tal manera que



durante el ciclo de LO 08:16 el tiempo de actividad promedio es superior (12.3 h), respecto
al observado en LO 16:08 (10.7 h). Los hamsteres empleados durante el experimento
mostraron que los fotoperiodos usados son efectivos para inducir la respuesta fotoperiddica.
En el raton de los volcanes, la talla testicular aumenta en dias largos. Las medidas
consideradas mostraron diferencias significativas en el largo y el ancho del testiculo
derecho y solamente en el largo del testiculo izquierdo. La estructura histologica fue similar
en los ratones de ambos fotoperiodos, manteniéndose activa la espermatogénesis. La
concentracion de testosterona no mostro diferencias significativas en ambos ciclos LO. Y el
peso corporal se incremento6 en los animales de ambos fotoperiodos, mostrando diferencias
significativas unicamente en los animales del ciclo LO 08:16. Los resultados de este trabajo
sugieren que el macho del raton de los volcanes no muestra una respuesta diferencial en su
reproduccion de acuerdo con las variaciones en la longitud del fotoperiodo; sin embargo,

podria presentar otro tipo de conductas estacionales.



2. INTRODUCCION

2.1 RITMOS BIOLOGICOS

Un ritmo bioldgico es la recurrencia de un fenémeno biologico en intervalos regulares de

tiempo (Aschoff, 1981). La ritmicidad es una caracteristica fundamental de los seres vivos

que se ha conservado en la escala filogénetica, por lo que en todos los taxa se han
documentado distintos ritmos bioldgicos que persisten aun en condiciones ambientales
constantes, de tal modo que son endogenos.

De acuerdo con la frecuencia que presentan los ritmos, se han clasificado en:

1) Ritmos ultradianos: son aquellos que ocurren varias veces en un dia con un periodo

menor a 19 h (e.g. circamareales); 2) Ritmos circadianos: ciclos cuyo periodo es cercano a

las 24 horas en un intervalo de 19 a 29 h; y, 3) Ritmos infradianos, con un periodo mayor a

29 h (e.g. circalunares y circanuales). El prefijo circa se emplea debido a que el periodo (1)

de los ritmos en condiciones constantes es aproximado -pero no igual- al periodo del ciclo

ambiental con el que se sincronizan (T) (Revisado en Gruart, et al., 2002).

Los ritmos circadianos han sido los mas estudiados y el valor de su periodo (1) les
permite sincronizarse con los ritmos ambientales de 24 horas (T), como son los ciclos de
luz y de temperatura. De tal manera que establecen una relacion de fase (‘¥') con estos ciclos
externos alargando o acortando el valor de su periodo e igualandolo al del ciclo ambiental
(==T).

Los ritmos circadianos se encuentran definidos por tres caracteristicas basicas:

1) El ritmo es endogeno y persiste en condiciones constantes tanto de temperatura como
de luminosidad, manteniendo un periodo cercano a 24 horas (ritmo en libre curso).

2) Los ritmos circadianos compensan los cambios de temperatura, por lo que el periodo
del libre curso en un organismo varia muy poco ante un cambio ambiental de
temperatura de 10° C, es decir, que posee un valor de Q¢ cercano a 1.

3) Los ritmos circadianos pueden ser sincronizados por ciertos factores ambientales de 24
horas que son ciclicos, de tal forma que el periodo del ritmo iguala al del ciclo

ambiental.



Estas tres caracteristicas son de gran importancia, ya que la mayoria de los organismos
en su habitat no se encuentran en condiciones ambientales constantes como ocurre en el
laboratorio.

Los ritmos circadianos se generan y regulan fisiolégicamente por el sistema circadiano.
Este sistema se encuentra estructurado por tres componentes basicos en todos los
organismos: 1) Los osciladores y marcapasos bioldgicos que mantienen una periodicidad
circadiana aun en ausencia de sefiales ambientales; 2) las vias de entrada hacia el
marcapasos para recibir informacion de las sefales ambientales ciclicas, de tal forma que
pueda darse la sincronizacion del ritmo endégeno y, 3) las vias de salida del marcapasos
(efectores) que muestran una respuesta en el organismo de acuerdo con las sefiales
ambientales recibidas (Goldman, 1999).

Todos los organismos exhiben cambios diarios y estacionales en su fisiologia y
comportamiento, como ocurre en la actividad y el reposo, la alimentacion, la conducta
sexual, el peso corporal, el proceso de muda, la migracién, hibernacion, entre muchas otras.
La ocurrencia de estas conductas se encuentra regulada temporalmente por osciladores
circadianos internos, cuyas células contienen la maquinaria molecular necesaria para
generar ritmos de aproximadamente 24 horas (Caldelas, 2006).

La organizacion temporal de los seres vivos permite su supervivencia, ya que pueden
predecir y anticiparse a los cambios ciclicos ambientales (como la disponibilidad de
alimento, precipitacion, temperatura y fotoperiodo) al sincronizar sus ritmos enddgenos.

En el caso de los mamiferos, el ntcleo supraquiasmatico (NSQ) es el “reloj” o
marcapasos central del sistema circadiano, el cual se comunica con una gran variedad de
osciladores periféricos en el interior y exterior del organismo para percibir los estimulos
luminosos a través del eje retino hipotaldmico.

La importancia del NSQ al generar los ritmos circadianos se esclarecido desde los
experimentos que demostraron lo siguiente:

Cuando se lesiona el ntcleo supraquiasmatico de los mamiferos, éstos manifiestan una
desorganizacion en el patron circadiano que caracteriza diversas conductas y procesos
fisiologicos, y muestran ademads, incapacidad para responder ante las variaciones
ambientales ciclicas; sin embargo, el transplante del NSQ fetal en los animales lesionados

restablece algunos de los ritmos afectados por dicha lesion (Aguilar Roblero, et al., 2004,



2004), aunque el fenotipo circadiano restaurado se encuentra determinado por el donador
(Johnston, 2005).

Por otra parte, el NSQ presenta un ritmo intrinseco de su actividad eléctrica y
metabolica, la cual persiste atin cuando los organismos se encuentran bajo condiciones de
iluminacion constantes ¢ incluso cuando la actividad neuronal del NSQ se registra in vitro,
lo que refleja la naturaleza enddgena de esta ritmicidad. El registro simultaneo de varias
neuronas del nucleo supraquiasmatico en cultivo, muestra la capacidad de generar un
patron circadiano de actividad inherente a cada una de las neuronas, aunque las
interacciones sinapticas dentro del nucleo parecen participar en el acoplamiento de los
osciladores individuales. (Aguilar Roblero, et al., 2004).

El nucleo supraquiasmdtico de los mamiferos se localiza en la porcion ventral del
hipotalamo anterior, ventrolateral al receso Optico del tercer ventriculo y dorsal al quiasma
optico (Figura 1). Se encuentra conformado por neuronas pequefias (de entre 8 y 12 um de
didmetro) empaquetadas en forma muy compacta. Estas neuronas expresan diversas
sustancias neuroactivas que se distribuyen en dos poblaciones, una dorsomedial y una
ventrolateral, caracterizadas por la presencia de vasopresina y del péptido intestinal
vasoactivo (VIP) respectivamente; ademas, la mayoria de las neuronas sintetizan acido

gama amino butirico o GABA (Aguilar Roblero, et al., 2004).
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Figura 1. (A) Esquema de un corte coronal del hipotdlamo de rata que muestra las relaciones
anatomicas del NSQ, el nivel del corte estd indicado en la vista lateral del cerebro. (B) Corte
histologico tefiido con la técnica de Nissl, las lineas punteadas indican el NSQ del lado derecho. 3V,
tercer ventriculo; QO, quiasma 6ptico (Tomado de Aguilar Roblero, et al., 2004)

2.2 FOTOPERIODISMO EN MAMIFEROS

El fotoperiodo es un factor ambiental ciclico de gran importancia para algunos mamiferos,
e interfiere directamente en sus respuestas fisioldgicas y conductuales. De tal manera que el
fotoperiodismo es un proceso por el cual, los organismos son capaces de emplear las horas
de luz, asi como la direccidon en las variaciones de luminosidad, para establecer el tiempo
del afio y asi regularizar sus ritmos biologicos anuales (Goldman, 1999, 2001).

En los mamiferos, la informacion luminosa es detectada por fotorreceptores visuales
(conos y bastones) y no visuales, estos ultimos se encuentran conformados por células
ganglionares de la retina que contienen melanopsina (pigmento necesario para la adecuada
sincronizacion de los ritmos a la luz). Los axones de estas células ganglionares forman el

tracto retino-hipotaldmico que llega a la porcidon ventrolateral del NSQ, liberando un



aminoacido excitador (probablemente glutamato o N-acetilaspartiglutamato) y el péptido
hipofisiario activador de la adelinato ciclasa 6 PCAP (Aguilar Roblero, et al., 2004).

Algunas fibras colaterales del tracto retino-hipotaldmico proyectan bilateralmente a una
region del cuerpo geniculado lateral del tdlamo llamada hojuela intergeniculada. A partir de
la hojuela se origina otra aferente del NSQ denominada tracto geniculo hipotalamico. Otras
aferencias al supraquiasmatico se originan en el ntcleo de rafe y el nucleo paraventricular
del tdlamo (PVT). Tanto la hojuela intergeniculada (IGL) como el nticleo de rafe proyectan
a la region ventrolateral del NSQ con fibras que contienen neuropéptido-Y y serotonina
respectivamente. Estas aferentes también participan en la integracion de la informacion del
nivel de iluminacion en el ambiente para ajustar el inicio de la actividad de los ritmos
circadianos con el inicio de la oscuridad. También se ha propuesto que la IGL puede ser un
relevo (junto con el PVT) para transmitir informacion no fética hacia el NSQ. El1 PVT
participa como modulador de la respuesta del NSQ a la luz; ademés de ser una via de
entrada de informacién visceral y de modalidades sensoriales no foticas hacia el NSQ
(Aguilar Roblero, et al., 2004).

La informacién luminosa recibida por el NSQ se trasmite al resto del organismo a
través de vias neurales y hormonales. El nucleo supraquiasmatico secreta al menos tres
péptidos (vasopresina arginina, factor de crecimiento tumoral (TGF-a) y procineticina II)
directamente en el liquido cerebroespinal, controlando el ritmo de temperatura y el de
actividad locomotriz. Las conexiones neurales entre el NSQ y los 6rganos periféricos son
extensas e incluyen una via multisinaptica que se dirige hacia la gldndula pineal, las
glandulas adrenales, la tiroides, el corazon, el higado y el pancreas. Dentro del cerebro, las
proyecciones del NSQ hacia el ntcleo predptico magnocelular (POMA) generan el control

sobre la liberacion de hormonas gonadotropinas (GnRH) (Boden y Kennaway, 2006).

2.2.1 LA GLANDULA PINEAL Y EL FOTOPERIODISMO EN MAMIFEROS

La pineal es la unica glandula endocrina directamente influenciada por cambios
ambientales externos, traduciendo las sefiales luminosas recibidas en mensajes
neuroendocrinos (Pandi-Perumal, et al, 2006; Aleandri, et al., 1996), por lo cual desempeiia
una funcién importante en la respuesta fotoperiddica de los mamiferos al secretar la

hormona melatonina.



La luz ambiental rige el ritmo de secrecion de melatonina a través de una via
multisinaptica que tiene su origen en la retina y se vincula con el nucleo supraquiasmatico,
por lo que la melatonina controla la actividad del NSQ y éste a su vez la secrecion de esta
hormona (Malpaux, et al., 2001). La via multisinaptica que transmite la informacion
luminosa desde la retina hacia el NSQ, incluye al nlicleo paraventricular y al ganglio
cervical superior. Las fibras noradrenérgicas que se originan de esta ultima estructura
terminan en la pineal, de tal modo que estas fibras estimulan los receptores adrenérgicos o
o P de los pinealocitos incrementando el cAMP y el cGMP intracelular. El incremento del
cAMP influye en la actividad de la enzima N-acetiltransferasa (NAT), permitiendo que la
serotonina (5-hidroxitriptamina), la cual es producida en dos pasos (hidroxilacion y
decarboxilaciéon) a partir del triptofano en el pinealocito, sea convertida en
N-acetilserotonina, dando lugar finalmente a la melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) a
través de la enzima hidroxindol O-metiltransferasa o HIOMT (Figura 2) (Aleandri, et al.,
1996).

El incremento en la actividad de la NAT durante la noche es el factor que limita la
sintesis de melatonina (Aleandri, et al., 1996). Por lo tanto, la sintesis de esta hormona
presenta un ritmo circadiano, siendo mayor su concentracion durante la noche (en ausencia
de luz) que durante el dia. Este patrén ritmico persiste en condiciones de oscuridad
constante, independientemente de si el animal es diurno o nocturno (Illnerova, et al., 2000);
sin embargo, en condiciones de luz constante, se interrumpe la secrecion de melatonina

debido a que la accion de las enzimas NAT y HIOMT es inhibida (Pandi-Perumal, 2006).
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Figura 2. Diagrama que muestra los mecanismos que regulan la sintesis de melatonina. El ritmo de
secrecion es regulado por el nucleo supraquiasmatico (NSQ) y sincronizado por la luz a través del
tracto retino-hipotalamico (RH). La sefial pasa a través del nucleo paraventricular (PVN), el
telencéfalo, la médula espinal y el ganglio cervical superior hacia los receptores noradrenérgicos de
la pineal (NA). Se sefialan la enzima N-acetiltransferasa (NAT), asi como la hidroxiindole O-
metiltransferasa (HIOMT) (Modificada de Arendt. 1998)

La sintesis de melatonina en los mamiferos es directamente proporcional a la
duracion de la fase oscura, por lo cual les brinda informacién acerca del tiempo del dia y
del ano para regular sus respuestas fisiolégicas y conductuales ante las variaciones
estacionales en el fotoperiodo. Por lo cual, los organismos deben evaluar tres tipos de
cambios en la concentracion de melatonina: Primero, percibir que su concentracion es
mayor durante la noche que durante el dia; segundo, detectar que la concentraciéon de
melatonina es mayor en los dias cortos que en los dias largos; y finalmente, evaluar los
cambios que se dan en la concentracion de esta hormona respecto a una exposicion
fotoperiodica previa, lo cual permite a los mamiferos manifestar una respuesta de dias
cortos o dias largos (Malpaux, et al., 2001).

Identificar los sitios en los que actua la melatonina ha sido motivo de varias
investigaciones ya que esta hormona regula distintas funciones fisiologicas. La melatonina

podria actuar en un solo sitio del cerebro o de la hipofisis regulando muchas funciones



estacionales, o bien actuar en distintos sitios cada uno regulando una sola funcion. Ademas,
se han encontrado receptores de melatonina en diversos tejidos del cuerpo (Malpaux, et al.,
2001). En el caso de los mamiferos el interés se ha centrado en el NSQ, el hipotdlamo
medio basal y la pars tuberalis, esta tiltima es un sitio comun en el que actua la melatonina
en todos los mamiferos (Goldman, 2001).

La importancia que tiene la glandula pineal en el fotoperiodismo de los mamiferos,
se esclarecio al observar que los animales pinealectomizados son incapaces de responder
ante las variaciones fotoperiddicas que regulan sus ritmos estacionales, aunque otros ritmos
circadianos permanezcan intactos; sin embargo, mediante la administracion de melatonina
en la concentracion adecuada estos ritmos estacionales pueden reestructurarse. Por otra
parte, se ha observado que en los animales expuestos a un esquema fotoperiddico de dias
largos (cuando las horas de luz son mayores a las horas de luz) la melatonina administrada
genera en los animales una respuesta tipica de dias cortos (cuando las horas de luz son
menores a las horas de luz), ya que la secrecion endogena de esta hormona se adiciona con

la melatonina ex6gena (Goldman, 2001).

2.2.2 EL SISTEMA CIRCADIANO Y LA MEDICION DEL FOTOPERIODO

En todos los mamiferos, la medicion del ciclo de luz-oscuridad depende de la interaccion
entre este ciclo y los mecanismos circadianos endogenos, lo cual ha generado las hipotesis
de los modelos de coincidencia externa e interna.

En los afios sesenta, Biinning sugiri6 que el sistema circadiano se encuentra
involucrado en el fotoperiodismo, lo cual ha sido corroborado por numerosos experimentos
en diversos organismos. Biinning propuso el modelo de coincidencia externa, en el cual la
luz sincroniza un ritmo circadiano e induce la respuesta fotoperiddica cuando coincide con
la fase fotosensible del ciclo; esto s6lo ocurre en cierto tiempo del afo dentro de un rango
especifico de la duracion del dia (Goldman, et al., 2004). En este modelo, la luz funge
como un zeitgeber (vocablo de origen aleman que significa “dador de tiempo) que
sincroniza el sistema circadiano al actuar sobre una fase particular del ciclo, provocando asi
respuestas diferenciales de dias largos o de dias cortos (Goldman, 1999).

El modelo de coincidencia interna propuesto de manera independiente por

Pittendrigh y Tyschenko en los afios sesenta, postula que los cambios estacionales en la
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duracion del dia alteran los patrones de sincronizacion de dos o mas osciladores circadianos
cuya relacion de fase determina la ocurrencia de una respuesta de dias cortos o de dias
largos, (Zucker, et al., 2002). El modelo de coincidencia interna se basa en la evidencia de
que el sistema circadiano de los vertebrados como los mamiferos, se encuentra conformado
por multiples osciladores circadianos, algunos de los cuales se encuentran acoplados al
amanecer y otros al crepusculo; consecuentemente, como el fotoperiodo varia
estacionalmente, la relacion de fase entre estos subsistemas también puede cambiar.
Multiples experimentos han demostrado la validez del modelo de coincidencia
interna, algunos de ellos, realizados con ratas de laboratorio, sugieren que existen dos
osciladores circadianos que estan involucrados en la secrecion de melatonina, uno controla
el inicio y el otro el termino de la secrecion en cada ciclo; la relacion de fase entre estos dos
osciladores puede determinar la duracion de la secrecion nocturna de esta hormona y en
consecuencia la respuesta fotoperiodica del animal (Harmer, 2001). Otros experimentos han
demostrado que el NSQ del hamster seccionado verticalmente (en vez de coronalmente,
como se hace usualmente) exhibe dos picos de actividad neuronal, uno ligado al amanecer

y el otro a las primeras horas del anochecer (Jagota, et al., 2000).

2.2.3 HISTORIA FOTOPERIODICA: CAMBIOS EN LA DURACION DEL DIA

Las variaciones que presentan los animales en su fisiologia y comportamiento ante los
cambios en el fotoperiodo, no dependen Uinicamente de la duracion absoluta de luz, sino
también de la historia previa de los organismos y la direccién de los cambios en el
fotoperiodo (Goldman, et al., 2004), ya que el mismo ciclo de luz-oscuridad podria inducir
una respuesta de dias cortos o dias largos dependiendo de la historia previa del animal. Esto
es de gran importancia puesto que la longitud del fotoperiodo en la naturaleza se modifica

de manera gradual y no abruptamente (Gorman, et al, 2001).

2.2.4 FOTORREFRACTARIEDAD

Existen dos estados fisioldgicos de gran importancia para regular los ritmos estacionales en
todos los mamiferos fotoperioddicos: La fotosensiblidad y la fotorrefractariedad. En muchos
animales, un periodo de sensibilidad en un ciclo particular de luz-oscuridad es seguido por

un periodo de insensibilidad en el cual se dice que el animal es fotorrefractario.
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La fotorrefractariedad se define como el estado fisiologico en el cual un animal ya
no es capaz de responder ante un ciclo particular de luz-oscuridad que previamente indujo
en el organismo una respuesta (Turek y Losee, 1979). Cuando los animales se mantienen
cronicamente en un fotoperiodo tienden a revertir su estado fisioldgico, presentando la
respuesta asociada con el fotoperiodo opuesto (Lincoln, et al., 2005).

En los roedores que muestran estacionalidad en su fisiologia y comportamiento, la
exposicion cronica a un fotoperiodo de dias cortos da como resultado la regresion gonadal y
el desarrollo de un fenotipo invernal en un intervalo aproximado de 12 semanas; sin
embargo, después de este tiempo el organismo muestra el fenotipo caracteristico del verano
sin haberse modificado el fotoperiodo, por lo cual se dice que presenta fotorrefractariedad a
los dias cortos (Lincoln, et al., 2005) debido a la accién de un mecanismo neuroendocrino
enddgeno. Este mecanismo permite a los animales en su medio anticipar su fisiologia antes
de que inicie la primavera, sin necesidad de estar expuestos a un fotoperiodo de dias largos.

En el caso de los mamiferos de mayor longevidad (e.g. ardillas, mustélidos, ovejas y
ciervos), la exposicion cronica a un fotoperiodo de dias largos en algunas especies puede
causar una reversion al estado fisioldgico caracteristico de invierno, mientras que en otras
especies, los animales expuestos indefinidamente a un fotoperiodo de dias largos son
capaces de expresar estacionalidad en su fisiologia en un intervalo de tiempo de 10 a 12

meses debido a un ritmo circanual endogeno (Lincoln, et al., 2005).

2.3 RITMOS ESTACIONALES

Los mamiferos, al igual que otros organismos, muestran estacionalidad en su fisiologia y
comportamiento de acuerdo con variaciones ambientales en su medio. Los ritmos
estacionales se pueden clasificar en dos tipos, los ritmos de Tipo I y los de Tipo II; sin
embargo, algunos autores como Zucker, Lee y Dark (1991) proponen la existencia de los
ritmos de Tipo III (Zucker, et al., 2002).

Los ritmos de Tipo I (Figura 3a) son aquellos que a pesar de estar regulados por un
reloj endogeno, no persisten mas alld de un ciclo en ausencia de sefiales ambientales,
tratindose esencialmente de variaciones en el fotoperiodo. Este tipo de ritmos se presenta
comunmente en mamiferos de poca longevidad que habitan en zonas templadas y boreales

(Zucker, et. al., 2002).
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RITMO TIPO I

componentes enddgenos + componentes ambientales

(e.g. reproduccion en el hamter)

REPRODUCCION ACTIVA REPRODUCCION ACTIVA

b\

FIN DEL PROCESO DE
REFRACTARIEDAD
QUIESCENCIA

REPRODUCTIVA
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¢ - : 1 v i 4 — t t
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Figura 3a. Representacion esquematica de un ritmo estacional de Tipo I. Este ritmo involucra
componentes endogenos (sistema circadiano) y ambientales (fotoperiodo). En el esquema se observa
que los dias cortos inician la regresion gonadal en el hamster a finales del verano y eventualmente
los animales muestran refractariedad, intervalo de tiempo en el que se da el crecimiento gonadal
“espontaneo”. Posteriormente, los dias largos de la primavera y el verano interrumpen la
refractariedad y resensibilizan a los animales a los dias cortos (Modificada de Zucker, et al., 2002).

Los ritmos de Tipo II (Figura 3b), son aquellos completamente enddgenos y
persisten dos o mas ciclos ain cuando el fotoperiodo, la temperatura, la humedad y la
disponibilidad de alimento permanecen constantes durante todo el afo. Estos ritmos
circanuales son caracteristicos de animales longevos de varios ordenes, incluyendo
primates, murcié¢lagos, carnivoros, ungulados y roedores (Zucker, et al., 2002).

Tanto los ritmos de Tipo I como los de Tipo II pueden sincronizarse con periodos de
12 meses por cambios estacionales en el fotoperiodo y otros factores ambientales. El
hamster sirio (Mesocricetus auratus) y las ardillas voladoras doradas (Spermophilus
lateralis) son las especies mas estudiadas dentro de los ritmos de Tipo I y II

respectivamente (Zucker, et al., 2002).
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RITMO TIPO II

exclusivamente componentes endégenos

(e.g. masa corporal en la ardilla voladora dorada)

/ \ /!

EVENTOS ANALOGOS A LOS RITMOS DE TIPO I
PERO NO HAY NINGUNA TRANSICION DE FASE
QUE DEPENDA DE UN ESTIMULO AMBIENTAL

\ /

MA MJ J A S ONDE FMAMIJIJ A S ON

Figura 3b. Representacion esquematica del ritmo estacional de Tipo II. Estos ritmos son
exclusivamente endogenos y presentan un periodo menor a 12 meses; sin embargo, las variaciones
estacionales en el fotoperiodo sincronizan estos ritmos a un periodo anual (Modificada de Zucker, et
al., 2002).

De acuerdo con Zucker, Lee y Dark, el ritmo estacional de Tipo III (Figura 3c) se
basa estrictamente en un sistema de estimulo-respuesta. Las sefiales ambientales que se
presentan en una época particular del afio controlan los sistemas efectores que pueden o no
estar regulados por el sistema circadiano. Un ejemplo de este tipo de ritmos, son las
reacciones alérgicas producidas por vectores transportados por el viento y que producen

fluido nasal e irritacion en los ojos durante la estacion de la fiebre el heno. (Zucker, et al.,
2002).

RITMO TIPO III

oscilacion dependiente por completo de factores ambientales

(e.g. fiebre del heno)

/ \ /

EVENTOS ANALOGOS A LOS RITMOS DE TIPO I
Y TIPO II, PERO TODAS LAS TRANSICIONES DE FASE
DEPENDEN DE UN ESTIMULO AMBIENTAL

\ /

- oo — -t e A
MA MJ J AS ONDEVFMAMIJJ A S ON
Figura 3c. Representacion esquematica del ritmo estacional de Tipo III. Estos ritmos son

exclusivamente exdgenos, siendo resultado de estimulos ambientales (Modificada de Zucker, et al.,
2002).
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2.4 FOTOPERIODISMO Y RITMOS CIRCANUALES EN LOS MAMIFEROS

2.4.1 REPRODUCCION

El sistema circadiano de los mamiferos interviene en la sincronizacion de los mecanismos
de la reproduccion acoplados a las senales ambientales como el fotoperiodo; lo que permite
a los organismos de reproduccion estacional obtener informacion acerca de la época del afio
(Goldman, 1999).

Los mamiferos, al igual que otros organismos, poseen adaptaciones fisiologicas y
conductuales que tienden a incrementar la adecuacion reproductiva en ambientes que varian
estacionalmente (Gorman, et al., 2001). Muchos animales muestran un patrén de
reproduccion estacional, por lo que el nacimiento y la lactancia se dan durante la estacion
del afio més favorable para la supervivencia de las crias, generalmente durante la primavera
o principios del verano, cuando los recursos son abundantes y se tienen los requerimientos
energéticos necesarios. Es por ello que algunos autores proponen que la disponibilidad de
alimento es el factor universal de mayor importancia en la reproduccién, tal y como se

observa en la Figura 4.
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Figura 4. Factores que influyen en la reproduccion de los mamiferos. Se sefialan con lineas
punteadas aquellos factores que influyen en algunos grupos de mamiferos y con lineas continuas
aquellos factores que influyen en toda la clase. Asimismo, los factores que al parecer poseen mayor
importancia se encuentran fuera del area oscura y las interacciones derivadas de estos factores
ambientales se localizan en el area oscura (Bronson, 1985).
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En los mamiferos cuyo tiempo de gestacion es corto, como en el hamster que es de
aproximadamente dos semanas, el desarrollo y las conductas sexuales se inician por
variaciones en la longitud del fotoperiodo que indican el inicio de la primavera. Mientras
que en animales de gran talla cuyo tiempo de gestacion es largo, como en la oveja que es de
veintiin semanas, la reproduccion inicia a finales del verano e inicios del otoflo, de tal
manera que la gestacion se lleva a cabo durante los meses de invierno y el parto ocurre en

la primavera del siguiente afio (Boden y Kennaway, 2006).

2.4.1.1 LA GLANDULA PINEAL Y LA REPRODUCCION

La glandula pineal desempefia un papel importante en los mamiferos que se reproducen
estacionalmente. En estos organismos la variacién en la longitud del fotoperiodo genera
ciclos reproductivos tanto en el macho como en la hembra, y la glandula pineal, cuya
actividad endocrina se sincroniza por los ciclos de luz-oscuridad, regula los cambios
estacionales en la reproduccion de estas especies mediante la secrecion de melatonina. La
sintesis de esta hormona es mayor durante el invierno, cuando las noches son largas, que
durante el verano, cuando las noches son cortas (Aleandri, et al., 1996).

Los mamiferos que se reproducen durante los dias largos, como el hamster sirio
(Mesocricetus auratus), se mantienen activos reproductivamente durante el verano,
mientras que en el invierno la funcion reproductiva disminuye al minimo. La exposicion de
los hamsteres al fotoperiodo de dias cortos, da como resultado la involucién testicular en
los machos y la ausencia de estro en la hembra; sin embargo, al finalizar la exposicion a ese
fotoperiodo los animales pueden reproducirse con normalidad. Asimismo, se ha
determinado que la madurez sexual en el hamster siberiano (Phodopus sungorus) se retrasa
cuando los animales se encuentran en un fotoperiodo de dias cortos (Darrow, et al., 1980).
La pinealectomia, previene la regresion gonadal en los hamsteres en dias cortos, aunque la
administracion de melatonina mimetiza los efectos del fotoperiodo sobre la funcion
reproductiva interrumpiendo la liberacion de hormonas gonadotropicas (GnRH).

Mientras tanto, en los mamiferos que se reproducen durante los dias cortos, como la
oveja, la actividad reproductiva se presenta cuando disminuye la duracion del dia, en otono
e invierno. En estos animales, la melatonina ejerce un efecto estimulante sobre el eje

hipotalamo-hipofisis-gonadas (Goldman, 1999). De acuerdo con estudios realizados en
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ovejas lecheras pinealectomizadas, las infusiones de melatonina de larga duracién, dan
como resultado un incremento en la secrecion de hormona luteinizante (LH).

Los sitios en los que actlia la melatonina al promover los cambios estacionales en la
reproduccion, aun no se encuentran bien definidos; sin embargo, en la mayoria de los
mamiferos estudiados hasta la fecha, se han encontrado receptores de melatonina en la pars
tuberalis de la hipofisis, y parece que es el sitio que presenta mayor afinidad a esta hormona
en muchas especies. Sin embargo, también se han encontrado receptores en el NSQ, asi
como en otras areas en el cerebro, mostrando variacion interespecifica (Goldman, 1999).
En cuanto a los receptores de melatonina, existen tres subtipos que tienen alta afinidad por
esta hormona (MT1, MT2 y Mellc), y uno (MT3) que presenta menor afinidad. Sin
embargo, al parecer es el receptor MT1 el mediador de las funciones de la melatonina en
los mamiferos, especialmente en la reproduccion (Malpaux, et al., 2001).

La melatonina actiia a nivel del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas inhibiendo al
factor liberador de las hormonas gonadotrépicas (GnRH), y por lo tanto la sintesis y
secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), que a
su vez regulan la actividad funcional de las gonadas (Pandi-Perumal, et al. 2006). Sin
embargo, la glandula pineal también actua directamente a nivel de las génadas, ya que se
han encontrado receptores de melatonina tanto en el testiculo como en el ovario (Aleandri,
et al., 1996). En el caso especifico de los machos, en el raton y el hamster la melatonina
actlia sobre las gonadas masculinas, inhibiendo la secrecion de testosterona por las células
de Leydig (Sirotkin y Schaeffer, 1997).

Cabe destacar que en el caso de los roedores, asi como en otros mamiferos, la
respuesta que presentan ante las variaciones en la longitud del fotoperiodo varia
interespecificamente, acorde con una base genética y fisioldgica, asi como con la historia
fotoperiodica previa. Un ejemplo de esto tltimo se ha observado en la oveja, ya que es
posible estimular la secrecion de la hormona luteinizante (LH) en animales previamente
expuestos a 16 h de luz que se transfieren a un fotoperiodo con 13 h de luz; mientras que,
la secrecion de dicha hormona se interrumpe al cambiar a los animales previamente
expuestos a 10 h de luz a 13 h de luz. Por lo que el mismo fotoperiodo produce distintos

efectos de acuerdo con la historia previa de las ovejas.
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2.4.2 ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

El analisis de la actividad locomotriz ha sido de gran utilidad para el conocimiento de los
ritmos bioldgicos, puesto que los cambios diarios que se generan en dicha conducta reflejan
el comportamiento del sistema circadiano. El ritmo de actividad locomotriz puede
sincronizarse con distintos ciclos ambientales, como el fotoperiodo, la temperatura y la
disponibilidad de alimento.

En algunos roedores como Microtus agrestis, M. oeconomus, M. montanus,
Clethrionomys gapperi, y C. glareolus, se han documentado cambios sorprendentes en sus
patrones de actividad en el campo, presentando nocturnalidad durante el verano y
durnalidad en el invierno. Estos cambios podrian atribuirse a las variaciones estacionales de
temperatura, ya que en el invierno los animales al presentar mayor actividad durante el dia
pueden evitar las bajas temperaturas de la noche; mientras que en el verano, al presentar
mayor actividad durante la noche, los animales evitan enfrentarse al estrés térmico o la

deshidratacion debido a las altas temperaturas del dia (Zucker, et al., 2002).

2.4.3 PESO CORPORAL

Algunos mamiferos presentan variaciones estacionales en el peso corporal y el tejido
adiposo, tanto blanco (siendo el principal depdsito energético en mamiferos) como pardo
(importante por su funcidén termogénica), como una estrategia comun para lidiar con la
escasez de alimento en alguna época del afo, principalmente durante el invierno. Estos
cambios pueden presentarse como ritmos estacionales de Tipo [y de Tipo II.

En el caso de los mamiferos que presentan ritmos estacionales de Tipo I, el peso y el
tejido adiposo varian principalmente en respuesta a los cambios anuales en el fotoperiodo.
Algunos mamiferos acumulan reservas de grasa en el verano para resistir la escasez de
alimento del invierno, asi tienen reservas de energia y al mismo tiempo se incrementa el
aislamiento térmico. El aumento de peso es comun en los animales que hibernan, periodo
durante el cual las reservas de grasa son oxidadas lentamente con el fin de proveer la
energia esencial para su supervivencia durante el invierno, como ocurre en los roedores
sciuridos (e.g. ardillas y marmotas). Por otro lado, algunos mamiferos reducen sus reservas
de grasa antes del invierno como una estrategia para disminuir el consumo de energia, asi

como la necesidad de forrajear para mantener un peso mayor; sin embargo, la pérdida de
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peso aumenta la proporcion de superficie a volumen y el aislamiento térmico disminuye, lo
cual también es compensado al reducir los requerimientos energéticos del animal (Zucker,
etal., 2002).

El hamster sirio (Mesocricetus auratus), el hamster siberiano (Phodopus sungorus)
y el lemming de collar (Dicrostonyx groenlandicus), han sido tres de los modelos mas
utilizados para el estudio de las variaciones estacionales en el peso y el tejido adiposo. En
el hamster sirio, al igual que en el lemming, los dias cortos inducen un incremento en el
peso sin deberse a una mayor ingesta de alimento; mientras que en el hamster siberiano, el
fotoperiodo de dias cortos ocasiona una disminucion en el peso (Krol, et al., 2005).

La glandula pineal parece regular indirectamente las respuestas fotoperiodicas en el
peso y el tejido adiposo de algunos mamiferos. La pinealectomia inhibe tales respuestas en
el hadmster siberiano y el raton de campo; sin embargo, en el hamster sirio a pesar de la
pinealectomia los animales aumentan de peso en respuesta al fotoperiodo de dias cortos
(Bartness, et al., 2002). La melatonina parece actuar sobre el NSQ y el nucleo dorsomedial,
cuyas eferencias a su vez inciden hacia el nucleo paraventricular regulando el balance
energético (Morgan y Mercer, 2001).

Por otro lado, se piensa que hormonas como la testosterona, los estrogenos y la
leptina, podrian actuar como intermediarias regulando los efectos de la melatonina en el
balance energético; sin embargo, hasta la fecha no se tienen pruebas consistentes de ello. La
testosterona y los estrogenos parecen no intervenir directamente sobre las fluctuaciones
estacionales en el peso y el tejido adiposo, ya que los animales castrados expuestos a
fotoperiodos de dias cortos muestran una disminucidon o ganancia de peso similar a los
animales intactos en el mismo fotoperiodo. En el hamster Siberiano los animales castrados
pierden peso, lo cual se acentia cuando se transfieren de un fotoperiodo de dias largos a
uno de dias cortos. Lo mismo ocurre en el hamster Sirio, en el cual aumenta el peso
después de la castracion y mas alin en dias cortos. Asimismo, todos los animales castrados
expuestos al fotoperiodo de dias cortos, muestran las respuestas estacionales esperadas en
dias largos (Bartness, et al., 2002).

La leptina es una hormona peptidica segregada principalmente por los adipocitos
que desempefia un papel importante en la regulaciéon del peso corporal. Los niveles de

leptina circulantes estan directamente relacionados con la adiposidad, pero ésta no es el
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unico factor determinante, ya que su concentracion disminuye en condiciones de ayuno o
restriccion caldrica y aumenta en respuesta a la ingesta de alimento (Moreno y Martinez,
2002). Los niveles reducidos de leptina inducen un incremento en la expresion
hipotaldmica de los genes conocidos como orexigénicos y suprime la expresion de aquellos
genes anorexigénicos (Morgan, et al., 2003), por lo que al ser baja la concentracion
circulante de esta hormona se incrementaria la ingesta de alimento y disminuiria en relacién
con concentraciones elevadas. Es por ello que el estudio de la leptina relacionada con las
respuestas fotoperiddicas en el peso y tejido adiposo es importante; sin embargo, parece
que la relacion entre la leptina sobre el balance energético y la exposicion fotoperiddica no
son consistentes (Bartness, et al., 2002).

En general, es probable que varias hormonas actiien como intermediarias regulando
los efectos de la melatonina en la variacion estacional del peso y del tejido adiposo, lo cual
dificulta como explicar los cambios inducidos en funcidon de una sola hormona. De manera
alternativa, se ha planteado que la melatonina podria actuar en el tejido adiposo blanco y el
pardo a través de las inervaciones de éstos tejidos por el sistema nervioso simpatico (SNS),

regulando la adiposidad estacional a través de este mecanismo (Bartness, et al., 2002).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ratén de los volcanes ha sido empleado desde hace varios afios como animal de
laboratorio; sin embargo, a pesar de que se han llevado a cabo multiples estudios
relacionados con su biologia reproductiva, se desconoce a ciencia cierta cual es el factor
que regula el pico de reproduccién de esta especie, ya que a pesar de que se reproduce
durante todo el afio, muestra una mayor tasa de natalidad de abril a septiembre (Chavez,
2005).

El fotoperiodo es un factor ciclico ambiental que regula directamente la
reproduccion estacional en algunos mamiferos, por lo que es probable que influya en la
reproduccion del raton de los volcanes. Ademas, Neotomodon alstoni alstoni se encuentra
emparentado filogenéticamente con roedores mdaridos como el hamster dorado

(Mesocricetus auratus) cuya reproduccién se rige de manera fotoperiodica.
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4. ANTECEDENTES

4.1 BIOLOGIA DEL RATON DE LOS VOLCANES

El ratdn de los volcanes, Neotomodon alstoni alstoni, (Figura 5) es un roedor endémico de
Mexico descrito originalmente por Merriam en 1898. Desde entonces, su posicion
taxonodmica ha sido motivo de controversia debido a la proximidad filogenética del género
Neotomodon con el género Peromyscus (Villalpando et al, 2000); sin embargo, actualmente
se sitla dentro del orden Rodentia, familia Muridae y subfamilia Sigmodontinae (Chavez,
2005), distinguiéndose ademas tres subespecies dentro del género Neotomodon: N. a.
alstoni para las poblaciones del Oeste del Rio Balsas y la Sierra del Volcan Ajusco, N. a.
perotensis para los ejemplares de Perote y N. a. orizabae para los del Pico de Orizaba
(Carmona, 2006).

Figura 5. Neotomodon alstoni alstoni (Chavez, 2005)
Foto: Gerardo Ceballos

Neotomodon alstoni alstoni es un roedor de tamafio mediano, apariencia robusta y
comportamiento ddcil (Chavez, 2005). Posee un pelaje de coloracion gris negruzca en el
dorso, oscureciéndose mas a lo largo de la columna vertebral, auque el color varia segun la
estacion del afio a café castafio opaco. Hacia los lados del cuerpo presenta dominancia de

color amarillo ocréceo y la region ventral es plomiza mezclada con blanco, y con pelo de
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color amarillento en el pecho. Las mufiecas, al igual que los tobillos, son negruzcos;
mientras que las patas son blancas y su cola bicolor, siendo negruzca arriba y blanquecina
por debajo (Estrada, 1978). Los juveniles presentan un pelaje de color gris uniforme
(Chavez, 2005). En cuanto a su talla, las hembras adultas tienen un peso promedio de
53.2 g y llegan a medir 21.12 cm de longitud total y 11.89 cm de longitud corporal.
Mientras que los machos pueden pesar en promedio 48.2 g. y llegar a medir 21.08 cm y
11.75 cm de longitud total y corporal, respectivamente (Estrada, 1978). La especie se
distingue por presentar un tamafio mediano en comparacion a miembros del género
Peromyscus, la cola relativamente corta (menor que la cabeza y el cuerpo) (Chavez, 2005).

El raton de los volcanes habita exclusivamente en el Eje Neovolcanico Transversal
de México (Villalpando, et al., 2000), situado entre los 18° y 22° latitud Norte con un rango
altitudinal que oscila entre los 2,600 a 4,500 m sobre el nivel del mar (Luis, et al., 2000).
Neotomodon alstoni alstoni, habita al Oeste del alto Rio Balsas (Rio Atoyac), en los
Estados de Puebla, Tlaxcala, Distrito Federal, Morelos y Michoacan (Davis y Follansbee,
1945).

El habitat de este ratdn se encuentra constituido por bosque mixto de pino y encino
en las partes bajas; mientras que en las partes mas altas esta representado por asociaciones
de pino y abeto, culminando cerca de la linea de nieve perpetua en bosque formado casi
exclusivamente por pino. Ademas, la presencia de la graminea “zacaton” en esta asociacion
parece ser el factor principal del habitat de este raton, ya que construye sus madrigueras
principalmente entre las raices de gramineas amacolladas mostrando una preferencia de
microhabitat en el zacatonal y el bosque-zacatonal. Se han identificado tres géneros de
zacaton: Stipa, Muhlenbergia y Festuca. (Davis y Follansbee, 1945).

Es un roedor de habitos nocturnos que inicia su actividad al atardecer y termina
cerca de la media noche, con un maximo entre las 8 y las 9 de la noche. (Davis &
Follansbee, 1945). Es un animal omnivoro que se alimenta de diversos vegetales como
tallos, brotes y hojas herbaceas (Chavez, 2005); ademéas de semillas, granos de polen e
insectos.

El ratén de los volcanes es muy décil y susceptible a reproducirse en condiciones de
cautiverio. En condiciones naturales y en cautiverio se reproduce durante todo el afio, con

una mayor tasa de natalidad de abril a septiembre. Las hembras presentan varios ciclos
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estrales al afio, con una duracién promedio de 4.5 dias. Después de un periodo de gestacion
de 25 a 35 dias tienen una camada de 3 crias en promedio. Los recién nacidos son
desnudos, de color rosado y poseen vibrisas y pequefios pelos alrededor de la boca; miden
de 5.28 a 5.7 cm y pesan alrededor de 3.8 gr. El periodo de lactancia es de 20 a 30 dias.
Estudios de este animal en el laboratorio, sefialan que puede tratarse de una especie
monogamica en la cual los machos exhiben cuidado parental (Luis, et al., 2000).

El sistema de organizacion social en el ratén de los volcanes ain no ha sido
entendido por completo, ya que los machos muestran subordinacién hacia sus parejas en el
cuidado parental (Luis et al, 2000), mientras que entre los individuos del mismos sexo
existe un comportamiento de jerarquizacion (Huereca, 2002).

Neotomodon alstoni alstoni ha sido utilizado como modelo biolégico en
investigaciones de genética, estudios de morfometria, ecologia y aspectos taxondémicos,
pero se conoce poco acerca de su biologia reproductiva (Villalpando, et al., 2000). Desde
los primeros afios en los cuales se estudid este raton en cautiverio, demostrd que podria ser
un nuevo animal de experimentacion debido a su extraordinaria docilidad, su facilidad de
adaptacion a las condiciones ordinarias de laboratorio, asi como a su fertilidad y
longevidad, apreciablemente mas prolongada que en otros roedores comunmente
empleados en el laboratorio (Granados y Hoth, 1989), llegando a vivir hasta 5 afios.

Por altimo, es importante mencionar que a pesar de que Neotomodon alstoni alstoni
es una especie endémica de México no se encuentra en peligro de extincion. Presenta una
distribucion relativamente amplia, siendo abundante en localidades diversas con
poblaciones en areas naturales protegidas como los parques nacionales Popo-lzta y Nevado
de Toluca (Chavez, 2005).

4.2 HISTOLOGIA TESTICULAR Y ESPERMATOGENESIS EN EL RATON DE
LOS VOLCANES

En todos los mamiferos, los testiculos son Organos pares envueltos por una capsula de
tejido conjuntivo fibroso llamada tunica albuginea, de la cual parten trabéculas al interior
del testiculo. Entre las trabéculas se localizan los tubulos seminiferos rodeados de tejido
intersticial, que consiste de tejido conjuntivo laxo con vasos sanguineos y linfaticos, células

de Leydig y fibras nerviosas. Las células de Leydig secretan testosterona, y pueden
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encontrarse aisladas o formando pequefios grupos en el tejido intersticial, son ovoides o
irregulares, con nucleo esférico denso y citoplasma finamente granular y vacuolado (Uribe
Aranzébal, 2002).

Al interior de los tubulos seminiferos, se producen los gametos masculinos
mediante el proceso de espermatogénesis (Uribe Aranzabal, 2002). El epitelio seminifero
estd compuesto por dos tipos de células somaticas (células de Sertoli y células mioides) y
cinco tipos de celulas germinales (espermatogonias, espermatocitos primarios y
secundarios, espermatidas y espermatozoides) (Setchell, 1982).

En los mamiferos, las células de Sertoli forman un epitelio de células alargadas e
irregulares, con su base en la membrana basal y su extremo apical hacia la luz del tabulo
seminifero. Su ndcleo es basal, claro y esférico, con uno o dos nucléolos y muestran
uniones intercelulares especificas que determinan la formacion de la barrera de
permeabilidad hemato-testicular. Esta barrera divide al tdbulo seminifero en un estrato
basal donde se localizan las espermatogonias, y un estrato adluminal donde ocurren las
etapas avanzadas de la espermatogénesis y donde la concentracion de andrdgenos es mayor.
Las celulas de Sertoli, ademas de constituir la barrera hemato-testicular, son de gran
importancia para el desarrollo de las células germinales ya que las nutren, les sirven de
sostén y fagocitan los cuerpos residuales (Uribe Aranzabal, 2002).

La espermatogenesis en los mamiferos es radial, de tal modo que va desde la
membrana basal hacia la luz de los tibulos seminiferos (Setchell, 1982). Los estudios
acerca del epitelio seminifero, han permitido reconocer los cambios que ocurren durante la
espermatogénesis asi como la dindmica del tdbulo seminifero, es asi como se conocen las
asociaciones celulares de dicho epitelio, las cuales se suceden unas a otras a lo largo del
tubulo. La secuencia completa de las diferentes asociaciones celulares se conoce como
ciclo del epitelio seminifero (Beltran, 1986).

En el raton de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni), el ciclo del epitelio
seminifero se encuentra conformado por seis estadios. Estos se establecieron en un estudio
histoldgico realizado por Beltran en 1986, en base al ciclo del epitelio seminifero de la rata,

y se caracterizan por lo siguiente:
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Estadio V-VI. Presenta espermatogonias de tipo A y B, células de Sertoli,
espermatocitos primarios en paquiteno, espermatidas en etapa de casquete y en un
estado de madurez avanzado.

Estadio VII. En esta etapa pueden observarse espermatogonias de tipo A, células de
Sertoli, espermatocitos primarios, espermatidas y espermatozoides.

Estadio I1X. Esta etapa consta de espermatogonias de tipo B, células de Sertoli,
espermatocitos primarios en un estado inicial de desarrollo asi como en paquiteno y
espermatidas en maduracion empezando a elongarse.

Estadio X-XI. Se caracteriza por la presencia de espermatogonias tipo A,
espermatocitos primarios iniciando su division meidtica y en paquiteno, asi como
espermatidas en estado de madurez avanzado.

Estadio XII-XIIl. Esta etapa presenta espermatogonias de tipo A y B,
espermatocitos en etapas iniciales de la meiosis, células de Sertoli, espermatocitos
en leptéteno y paquiteno, y espermatozoides en la luz.

Estadio XIV. Muestra espermatogonias de tipo A, células de Sertoli, espermatocitos
primarios en etapas iniciales de la meiosis, espermatocitos primarios que estan por
dividirse para formar espermatocitos secundarios, espermatocitos secundarios y

espermatidas.
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5. JUSTIFICACION

La trascendencia de este trabajo radica en enriquecer la informacidn que se posee acerca de
la biologia general del raton de los volcanes, especie de gran importancia por ser endémica
de México. Ademas de contribuir al conocimiento de la reproduccién de esta especie en

cautiverio, con el fin de generar colonias Utiles para investigaciones posteriores.

6. HIPOTESIS

Si el raton de los volcanes fuera una especie cuya reproduccion puede inducirse por
cambios en la duracion del dia, de manera similar a como ocurre en el hamster sirio,
entonces los animales expuestos al fotoperiodo de dias cortos (LO 08:16) mostrarian
disminucion en la talla gonadal, asi como interrupcion en el proceso de espermatogénesis,
incremento en el peso corporal y niveles reducidos en la concentracion de testosterona en el
plasma sanguineo. Mientras que los animales expuestos al fotoperiodo de dias largos (LO

16:08) presentarian la respuesta contraria.
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7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la reproduccion en el macho del raton de los volcanes Neotomodon alstoni
alstoni, presenta una respuesta diferencial al fotoperiodo de dias largos (LO 16:08) y de
dias cortos (LO 08:16).

7.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Ampliar el conocimiento que se tiene acerca de la biologia reproductiva del macho
del ratdn de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni).

2. Evaluar la sincronizacion del ritmo de actividad locomotriz de los animales con el
ciclo de luz-oscuridad de dias cortos y dias largos.

3. Determinar si existen cambios inducidos por el fotoperiodo de dias cortos (LO
08:16) o dias largos (LO 16:08) en la talla y estructura histoldgica testicular.

4. Evaluar la respuesta de los animales en el peso corporal acorde al fotoperiodo de
dias cortos (LO 08:16) o dias largos (LO 16:08).

5. Determinar el efecto del fotoperiodo de dias cortos (LO 08:16) o dias largos (LO
16:08) en la concentracién plasmatica de testosterona de los animales.
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8. MATERIALES Y METODOS

En el siguiente diagrama se describe de manera global la metodologia que se llevé a cabo

en este trabajo, misma que se detalla en los siguientes parrafos.

raton de los volcanes (20 ratones, 8 hamsteres) Bioterio de la
(Km 48 de la carretera federal

Colecta de ejemplares del E Obtencién de los animales \,/l: Hamsteres sirios del
Facultad de Ciencias
Meéxico-Cuernavaca)

@ (animales control)

Periodo de aclimatacién
18-23°C*, Agua y nutricubos (Rodent Lab Chow) ad libitum™
LO 12:12
(15 dias)

!

Control fotoperiodico
(280 lux)

Obtencidn del peso corporal inicial
(20 ratones y 8 hamsteres)
y del tamafio inicial de ambos
testiculos (largo y ancho)

=
\Q @ (5 ratones)
(=
>

LO 08:16 Registro cronico de LO 16:08
(~ 91 dias) actividad (~ 91 dias)
10 ratones locomotriz en piso 10 ratones

4 hamsteres 12 ratones

4 hamsteres

(6 de cada fotoperiodo)

N,

Obtencién del plasma sanguineo
(14 ratones y 6 hamsters)

S

Obtencidn de la talla final de ambos testiculos

(largo y ancho), muestras de tejido para histologia y masa corporal final
(18 ratones y 8 hamsters)

1

Andlisis de resultados
Actividad locomotriz: Actogramas dobles y curvas promedio de actividad
(DISPAC)
Talla e histologia testicular, masa corporal, concentracién de testosterona en plasma
sanguineo: STATISTICA V. 6-0; Ofice Microsoft Excel

*Condiciones mantenidas durante todo el tiempo que duré el experimento.
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8.1 OBTENCION , CUIDADO Y MANTENIMIENTO DE LOS ANIMALES
En este trabajo, se utilizaron veinte machos del raton de los volcanes (Neotomodon alstoni
alstoni) y ocho machos de hamster sirio (Mesocricetus auratus).

Para obtener los ratones se llevo a cabo una colecta los dias 8 y 9 de mayo de 2007
en una zona de la Sierra del Volcan Ajusco, ubicada en la localidad correspondiente al Km
48 de la Carretera Federal México-Cuernavaca, cerca del poblado de Parres, localizado a 20
Km al Sur de la Ciudad de México y con una rango altitudinal de 2440 a 4500 msnm
(Carmona, 2006). Los animales se capturaron mediante trampas Sherman para roedores
pequeiios empleando como cebo hojuelas de avena. Durante la colecta se emplearon
alrededor de cincuenta y dos trampas, capturando un total de veintisiete animales, de los
cuales dieciséis fueron hembras y once machos. Los animales se trasportaron al Bioterio de
la Facultad de Ciencias (BFC) inmediatamente después de su captura, donde fueron
desparasitados, sexados y mantenidos en aclimataciéon durante aproximadamente dos
semanas, bajo condiciones de temperatura ambiental del Bioterio (18-23 © C) y un ciclo de
LO 12:12, alimentandose con nutricubos Rodent Laboratory* y agua ad libitum.

Ademads de los once machos obtenidos durante la colecta, se emplearon otros diez
animales capturados a principios del mes de abril, los cuales se mantuvieron bajo las
mismas condiciones fotoperiddicas, de temperatura y alimentacién hasta el momento en
que inicid el experimento.

En el caso del hamster sirio, los ocho machos utilizados se obtuvieron en el BFC.
Estos animales se encontraban bajo condiciones de temperatura ambiental del Bioterio (18-
23°C) y fotoperiodo LO 12:12, alimentados con nutricubos y agua ad libitum. Los
hamsteres se utilizaron como control, ya que es amplio el conocimiento que existe acerca
de la influencia del fotoperiodo en la maduracion testicular de estos animales, de tal manera
que resultan un marco de referencia util para corroborar la eficacia de los ciclos de luz-
oscuridad empleados durante la experimentacion.

Una vez que se obtuvieron todos animales, fueron trasladados a un cuarto aislado y
oscuro dentro del BFC, en el cual se llevo a acabo el control fotoperiddico de dias cortos y

dias largos asi como el registro cronico de actividad locomotriz en piso.
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8.2 CONTROL FOTOPERIODICO Y REGISTRO CRONICO DE ACTIVIDAD
LOCOMOTRIZ EN PISO

Esta etapa tuvo una duracidon aproximada de tres meses (~91 dias), iniciando el dia 22 de
mayo de 2007 y finalizando el 21 de agosto del mismo afo. Durante este tiempo, los
animales se dividieron en dos grupos, uno de los cuales se mantuvo bajo un ciclo de
luz-oscuridad de dias cortos (LO 08:16) y otro en un ciclo de dias largos (LO 16:08). Todos
los animales estuvieron bajo temperatura ambiental del Bioterio (18-23°C) y fueron
alimentados con nutricubos y agua ad libitum, durante el tiempo que durd la
experimentacion.

Los animales fueron colocados individualmente o en parejas, en jaulas metalicas de
dimensiones de 28.5 cm x 21 cm x 15 c¢cm y/o en acuarios de vidrio de 30 cm x 18 cm x 20
cm (Figura 6). Ambos contenedores tenian una malla de alambre en la parte inferior,
facilitando la limpieza de los animales, ya que sus desechos caian directamente sobre una
capa de aserrin situada en una ldmina corrediza debajo de las jaulas. Ademas, cada
contenedor permitio situar en paralelo dos barras de sensores infrarrojos para el registro
cronico de actividad locomotriz en piso de doce ratones aislados de manera individual, seis
de cada fotoperiodo. El desplazamiento de los animales en piso interrumpia el foto sensor
mandando la sefial a una computadora de escritorio que se encargaba de sumar y almacenar
la informacién en bloques de 10 minutos, mediante el programa de computo RALMIS.
Durante los tres meses que dur6 el registro, se guardaron los datos de actividad locomotriz
cada dos semanas, determinando asi la respuesta de sincronizaciéon de los animales al
fotoperiodo correspondiente. Los datos obtenidos por individuo, se convirtieron y
analizaron mediante actogramas de doble grafica generados con el programa de computo
DISPAC (IFC, UNAM), en los cuales fue posible observar de manera grafica los datos de
actividad durante una serie de tiempo. El actograma se utilizd para construir una curva

promedio de actividad, asi como para determinar la relacion de fase de cada organismo.
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Figura 6. Contenedores donde se mantuvieron los animales durante el registro de actividad
locomotriz en piso. Arriba se representa una jaula metalica y abajo un acuario.

El grupo de animales que se mantuvo en el fotoperiodo de dias largos (LO 16:08),
estuvo integrado por cuatro hamsteres y diez ratones (cinco de los animales colectados
en abril y cinco en mayo). De estos animales, se llevo a cabo el registro de actividad
locomotriz de tres ratones colectados en abril y tres en mayo. En un anaquel metalico
con seis compartimientos (Figura 7), cada uno con la capacidad de alojar dos jaulas de
aluminio colocadas alternadamente, se distribuyeron diez ratones de los volcanes (cinco
de los animales colectados en abril y cinco de los capturados en mayo) y cuatro
hamsteres sirios. En el primer compartimiento se encontraba un raton de los colectados
en abril asi como dos hamsteres (éstos ultimos compartian la misma jaula); en el

segundo, tercero, cuarto y quinto compartimientos se alojaron dos ratones (uno de los
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animales capturados en abril y el otro en mayo); mientras que en el sexto
compartimiento se ubico a un raton de los colectados en abril asi como dos hamsteres
(estos ultimos en una misma jaula). Todos los animales del anaquel estuvieron
expuestos a un ciclo de LO 16:08 dado por un sistema de ldmparas marca Phillips
(F48T12/D, 39 W) montadas en un marco de madera, colocado a 1 m de distancia,
emitiendo una intensidad luminosa aproximada a 280 lux. Las lamparas de dicho
sistema estaban conectadas a un interruptor programable doméstico (Timer), el cual se
encargaba de encender las lamparas a las 04:00 h y apagarlas a las 20:00 h. El anaquel
se cubria totalmente con cortinas impermeables a la luz, aunque no se impedia del todo
la entrada de luz exterior, es por ello que este sistema fue elegido para mantener a los
animales en el fotoperiodo de dias largos, ya que en el tiempo que los animales
permanecian en oscuridad (de las 20:00 h a las 04:00 h) no habia luz natural ni artificial

proveniente de otros cuartos del Bioterio que interfiriera con el control fotoperiddico.

“Torriente eléctrica

Lamparas de é%

luz blanca

Computadora de
escritorio

Contenedor
— individual

-

Barra con sensoresf| 3
infrarrojos

Figura 7. Anaquel metalico para el control fotoperiddico de 14 individuos en ciclo de LO 16:08.
En el diagrama se muestra el equipo necesario para el registro de actividad locomotriz de seis
ratones
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El segundo grupo de animales que permanecié en un fotoperiodo de dias cortos (LO
08:16), también estuvo integrado por cuatro hamsteres y diez ratones (cinco de los animales
colectados en abril y cinco en mayo). De estos animales, se llevo a cabo el registro cronico
de actividad locomotriz de seis ratones, dos de los animales colectados en abril y cuatro en
mayo. El sistema de registro empleado para este grupo, asi como el modo de analizar los
resultados, fue el mismo que se utilizéd para el grupo de fotoperiodo de dias largos.

Los animales de este grupo se distribuyeron en un gabinete de madera aislado de la luz
externa y dividido en cuatro compartimientos (Figura 8), de la siguiente manera: Tanto en
el primer apartado como en el segundo se colocaron dos ratones, uno de los cuales fue
colectado en abril y el otro en mayo; en el tercer apartado se introdujeron dos ratones
colectados en abril y uno en mayo, asi como dos hamsteres (estos ultimos en la misma
jaula); y, en el cuarto compartimiento se colocaron dos ratones colectados en mayo y uno
en abril, asi como dos hdmsteres (estos ultimos en la misma jaula). Todos los animales
distribuidos en el gabinete se mantuvieron con un sistema de ventilacion artificial y bajo un
esquema fotoperiodico de dias cortos (LO 08:16), gracias a un sistema de ldmparas marca
Phillips (F20T12/D, 20 W) emitiendo una intensidad luminosa de 280 lux bajo el control de
un interruptor programable doméstico (Timer), el cual encendia las lamparas a las 08:00 h

y las apagaba a las 16:00 h.

Barra con sensores
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Figura 8. Gabinete de madera para el control fotoperiddico de 14 individuos en ciclo de LO 08:16.
En el diagrama se muestra el equipo necesario para el registro de actividad locomotriz de seis
ratones.
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Al concluir los tres meses de exposicion fotoperiodica, se evalud la respuesta de los
animales en distintos factores como la talla e histologia testicular, el peso corporal y la

concentracion plasmatica de testosterona.

8.3 EVALUACION DEL EFECTO DEL FOTOPERIODO

8.3.1 TAMANO TESTICULAR

El tamafio de ambos testiculos se obtuvo al iniciar y al finalizar el experimento. Para ello,
cinco ratones de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni) se establecieron como
poblacion control antes de someterlos al fotoperiodo de dias cortos y/o de dias largos,
mientras que los ocho hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) fungieron como su propio
control.

El tamaio testicular fue determinado por exposicion externa de los testiculos mediante
una cirugia escrotal. Los animales fueron anestesiados con una mezcla de Sulfato de
Atropina (0.01 ml), Xilacina (7 mg/kg/via intramuscular), Pentobarbital (20 mg/kg/via
intraperitoneal) y Ketamina (40 mg/kg/via intramuscular).

Después de la induccion de la anestesia, la region perineal de los ratones fue rasurada y
desinfectada con Cloruro de Benzalconio. Inmediatamente, se realiz6 una pequefia incision
en la piel escrotal y sobre la tinica albuginea para extraer el testiculo. Una vez expuesto, se
midio el largo y ancho de éste con la ayuda de un vernier. Posteriormente, el testiculo y el
epididimo fueron introducidos nuevamente a la cavidad escrotal, y finalmente la tinica
albuginea se sutur6 con hilo absorbible (Catgut 5-0), mientras que la piel escrotal fue
suturada con hilo no absorbible (Seda Trenzada 5-0).

De los ratones muestreados como poblacion control, dos de ellos se mantuvieron en
fotoperiodo de dias cortos (LO 08:16) y otros dos en fotoperiodo de dias largos (LO 16:08),
mientras que el quinto individuo no pudo incluirse en el experimento. Estos cuatro
animales, asi como el resto de los ratones, fueron sometidos nuevamente a una cirugia
escrotal al finalizar los tres meses de exposicion fotoperiddica de dias cortos o dias largos.

En el caso de los hamsteres sirios (Mesocricetus auratus), inicialmente éstos no fueron
sometidos a una cirugia escrotal, y el largo y el ancho de ambos testiculos se determind

protruyendo el testiculo sobre la piel escrotal; sin embargo, al finalizar los tres meses en sus
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respectivos fotoperiodos si se llevo a cabo la cirugia antes mencionada, con la finalidad de
evitar errores de medicion. El procedimiento efectuado durante la cirugia fue similar al que

se utilizo en el caso del raton de los volcanes.

8.3.2 HISTOLOGIA TESTICULAR

Después de tres meses de exposicion a los fotoperiodos, a todos los animales se les realizo
una cirugia escrotal para determinar la talla testicular. Una vez cuantificado el largo y
ancho de ambos testiculos, el testiculo derecho fue introducido nuevamente a la cavidad
escrotal, mientras que el testiculo izquierdo fue extirpado para su procesamiento histoldgico
por técnicas convencionales (Anexo I). Una vez finalizada la técnica, las preparaciones
histologicas del tejido se observaron con un microscopio Optico biocular de contraste de
fases, determinando las estructuras observadas y eligiendo algunos campos representativos
para la toma de fotomicrografias en microscopia de campo claro con el uso de un
Fotomicroscopio Olympus (Modelo Provis Ax70). Asimismo, se obtuvo el didmetro mayor
y menor de los tubulos seminiferos cortados transversalmente, tanto en el raton de los

volcanes como en el hamster sirio.

8.3.3 CONCENTRACION PLASMATICA DE TESTOSTERONA

Todos los animales que permanecieron en los fotoperiodos (LO 08:16 o LO16:08), sin
periodo de ayuno previo, fueron anestesiados con éter etilico (dosis/efecto) para obtener
muestras sanguineas del seno retrorbital en tubos capilares con heparina. Estos tubos se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos. Después de la centrifugacion se obtuvieron
muestras de 200ul de plasma e inmediatamente se almacenaron a -40°C. Antes de realizar
las determinaciones el plasma se descongeld6 a temperatura ambiente. Los niveles
plasmaticos de testosterona fueron cuantificados por radioinmunoanalisis empleando un
juego de reactivos Coat-A-Count testosterona total (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, CA, U.S.A.) siguiendo los procedimientos descritos previamente

para este método (Demetriou, 1987).
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8.3.4 PESO CORPORAL
El peso de todos los animales, se obtuvo al iniciar y finalizar la exposicion fotoperiddica
mediante una bascula de cestilla, de tal manera que los animales fungieron como su propio

control en ambos tratamientos fotoperiodicos (LO 08:16, LO16:08).

8.3.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los datos obtenidos al evaluar los distintos parametros, se ordenaron y analizaron
mediante los programas de cémputo Microsoft Excel y STATISTICA 6.0 (StatSoft),
comparando por t de Student los valores iniciales y finales al terminar la exposicion
fotoperiodica.

En el caso del tamafio testicular se compararon los valores del largo y ancho de ambos
testiculos en cada fotoperiodo (en todos los animales), asi como entre las medidas obtenidas
en la poblacion inicial (s6lo en el caso del raton de los volcanes). Los datos de los
diametros de los tibulos seminiferos, los de la concentracion plasmatica de testosterona, asi
como los del peso corporal fueron comparados entre cada fotoperiodo para todos los
animales. Adicionalmente, se comparé el peso corporal inicial con el obtenido al finalizar

la exposicion fotoperiodica.
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9. RESULTADOS

9.1 CONTROL FOTOPERIODICO Y REGISTRO CRONICO DE ACTIVIDAD
LOCOMOTRIZ EN PISO

En la Figura 9 se muestran dos actogramas de doble grafica que representan la
estructura del ritmo de actividad locomotriz (en piso) de dos ratones mantenidos en el
fotoperiodo de dias cortos, asi como sus respectivas curvas de actividad promedio.

En los actogramas de la Figura 9, se puede observar que durante los primeros
dias de registro los animales pasaron por un periodo de ajuste al ciclo de LO 08:16, de
tal manera que se dan varios dias de transicion hasta que finalmente el animal se
sincroniza con el fotoperiodo (veinte dias en el organismo de la figura 9 A, y diez dias
en el de la figura 9 B). Después de este periodo de ajuste, los organismos presentan un
mayor grado de actividad en la fase oscura, iniciando cada dia aproximadamente a la
misma hora conforme al apagado de la luz.

De acuerdo con lo observado en los actogramas y en las curvas de actividad
promedio (Figuras 9 A — 9 D), los ratones mostraron actividad principalmente nocturna,
con brotes de actividad durante la fase diurna. Asi, los animales que se mantuvieron
durante el fotoperiodo de dias cortos tuvieron un promedio de actividad de 12.3 h. (+
1.96 h.); mientras que la relacion de fase con el apagado de la luz fue de -2.63 h. (+ 1.5
h.), lo cual significa que los animales empezaban su actividad poco antes del inicio de la
oscuridad.

38



A

10

204

a0 a1

©
=]
h=
A0 Q.
€

< 40

50
B0 -1
[ & R 18 24
. s s
Promedio de actividad

&8

.3
©
=]
h=
=
1S

< 28.7

-t

0 a ¥ 2
Hes.
Promedio de actividad

Figura 9. A y C muestran actogramas de doble grafica que presentan la actividad locomotriz en piso
de dos ratones de los volcanes en ciclo LO 08:16. La barra superior indica la fase de oscuridad
(seccion negra), asi como la fase luminosa (seccién blanca) y los nimeros a la izquierda sefialan los
dias de exposicion fotoperiddica. Notense los dias de transicion de ajuste al fotoperiodo. B y D
muestran las curvas de la actividad promedio de los actogramas A y C, respectivamente.
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Por otro lado, los actogramas de la Figura 10 muestran la estructura del ritmo de
actividad locomotriz (en piso) de dos ratones en fotoperiodo de dias largos, asi como
sus respectivas curvas de actividad promedio.

En ambos actogramas (Figuras 10 A y 10 C) es posible notar que los animales
muestran un periodo de ajuste al ciclo de LO 16:08, tomandoles menos de diez dias de
transicion hasta que finalmente el animal se sincroniza con el fotoperiodo. Después de

este periodo de ajuste, los organismos presentan actividad tanto en la fase luminosa
como en la oscura.
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Fig. 10. A'y C muestran actogramas de doble grafica que presentan la actividad locomotriz en piso
de dos ratones de los volcanes en ciclo LO 16:08. La barra superior indica la fase de oscuridad
(seccion negra), asi como la fase luminosa (seccién blanca) y los nimeros a la izquierda sefialan los
dias de exposicion fotoperiodica. Notense los dias de transicion de ajuste al fotoperiodo. B y D
muestran las curvas de la actividad promedio de los actogramas A y C, respectivamente.
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De acuerdo con lo observado en los actogramas asi como en las curvas de
actividad promedio (Figuras 10 A — 10 D), los ratones se mantuvieron activos tanto en
la fase luminosa como en la oscura, mostrando una actividad promedio de 10.7 h. (+ 1.5
h.); mientras que la relacion de fase con el apagado de la luz fue de 5.9 h. (= 2.6h.), lo
cual significa que los animales empezaban su actividad antes del inicio de la oscuridad.

A pesar de que las horas de actividad promedio y la relacion de fase con el
apagado difieren entre los animales que se mantuvieron en el fotoperiodo de dias cortos
con respecto a los del fotoperiodo de dias largos, no existen diferencias significativas

entre ambos grupos.

9.2 EVALUACION DEL EFECTO DEL FOTOPERIODO

9.2.1 TAMANO TESTICULAR

9.2.1.1 HAMSTER SIRIO

El valor promedio del tamafio testicular en los animales expuestos al fotoperiodo de dias
cortos con respecto a los de dias largos, mostr6 diferencias estadisticamente
significativas en el largo y ancho de ambos testiculos (Tabla I). En los animales bajo el
ciclo de LO 16:08, el tamafio de ambos testiculos fue mayor respecto al de los animales

que permanecieron en el ciclo de LO 08:16 (Gréficas 1y 2).

Tabla I. Valores promedio del tamafio (largo y ancho) + EE de ambos testiculos en el hamster
sirio, al finalizar la exposicion fotoperiodica (LO 08:16 y LO 16:08).

Testiculo izquierdo Testiculo derecho
Largo (cm) Ancho (cm) Largo (cm) Ancho (cm)

LO 08:16 | LO 16:08 | LO 08:16 | LO 16:08 | LO 08:16 | LO 16:08 | LO 08:16 | LO 16:08
Promedio 0.98 1.9 0.58 1.2 1 1.88 0.59 13
Error estdndar | 0.085 0.040 0.063 0.075 0.070 0.014 0.077 0.060
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Gréfica 1. Tamafo promedio (largo y ancho) + EE del testiculo izquierdo en el hamster sirio al
finalizar la exposicion fotoperiddica (LO 08:16, barra blanca y LO 16:08, barra gris). Notese
gue los animales en LO 16:08 muestran valores mayores. El asterisco indica diferencias
significativas (p<0.05)
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Gréfica 2. Tamafio promedio (largo y ancho) + EE del testiculo derecho en el hamster sirio al
finalizar la exposicién fotoperiodica (LO 08:16, barra blanca y LO 16:08, barra gris). NGtese
gue los animales en LO 16:08 muestran valores mayores. El asterisco indica diferencias
significativas (p<0.05)
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9.2.1.2 RATON DE LOS VOLCANES

El tamafio (largo y ancho) de ambos testiculos en los cinco individuos muestreados
antes de dividir a los animales en dos grupos, el de fotoperiodo de dias cortos y el de dia
largos, no mostro diferencias estadisticamente significativas en el tamafio del testiculo
izquierdo con respecto al derecho (Grafica 3). El testiculo izquierdo midi6é en promedio
1 cm (£ 0.03 cm) de largo y 0.55 cm (£ 0.015 cm) de ancho, mientras que el testiculo

derecho midi6 0.98 cm (£ 0.06 cm) de largo y 0.55 cm (£ 0.03 cm) de ancho.
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Gréfica 3. Tamafio testicular promedio (+ EE) en la poblacion inicial del raton de los volcanes.
La barra blanca representa el tamafio del testiculo izquierdo y la barra gris el del testiculo
derecho.

Al comparar las medidas iniciales (obtenidas en cinco individuos) y finales
(obtenidas en todos los individuos tras concluir los tres meses de exposicion
fotoperiddica) de ambos testiculos, se encontraron diferencias en el largo y ancho
(Tabla I1); sin embargo, s6lo fueron estadisticamente significativas en el ancho
inicial del testiculo izquierdo con respecto al ancho final de los animales que se
encontraron expuestos al fotoperiodo de dias cortos, mostrando una disminucién en

el tamafio (Graficas 4 y 5).
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Tabla I1. VValores promedio del tamafio (largo y ancho) + EE de ambos testiculos en los individuos
del raton de los volcanes muestreados al inicio del experimento, asi como en los animales que
finalizaron en sus respectivos fotoperiodos (LO 08:16 y LO 16:08).

Testiculo izquierdo Testiculo derecho
Largo (cm) Ancho (cm) Largo (cm Ancho (cm)
LO 08:16 | Injcial | LO16:08 | LO Inicial |LO16:08 | LO08:16 | Injcjal | LO16:08 | LO Inicial | LO16:08
08:16 08:16

Promedio | 0.94 1 1.06 0.5 055 | 054 0.94 098 | 1.07 | 051 | 0.55 | 0.57

Error 0.033 | 0.027 | 0.026 0 0.016 | 0.026 | 0.026 | 0.06 | 0.025 | 0.006 |0.032| 0.025
estandar

1.2 *

0.8 A

0.6 -

Tamario testicular promedio (cm)

LO 08:16 Inicial LO 16:08 LO 08:16 Inicial LO 16:08
Largo Ancho

Grafica 4. Tamafio promedio (largo y ancho) + EE del testiculo izquierdo en el raton de los
volcanes al inicio (barra blanca) y al final de la exposicién fotoperiddica (LO 08:16, barra gris
y LO 16:08, barra negra). Nétese que los animales muestran un aumento en el tamafio del
largo en respuesta al fotoperiodo de LO 16:08, mientras que disminuyen el tamafio del largo y
ancho al estar en el ciclo LO 08:16. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05)
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Gréfica 5. Tamafio promedio (largo y ancho) + EE del testiculo derecho en el ratén de los
volcanes al inicio (barra blanca) y al final de la exposicién fotoperiddica (LO 08:16, barra gris
y LO 16:08, barra negra). Notese que los animales muestran un incremento en el tamafio del
largo y ancho en respuesta al ciclo LO 16:08, y disminuyen en el ciclo LO 08:16.

En cuanto al fotoperiodo de dias cortos y dias largos, la talla testicular fue mayor
en los animales del ciclo LO 16:08. Los valores mostraron diferencias significativas en
el largo y el ancho del testiculo derecho y solamente en el largo del testiculo izquierdo
(Gréficas 6y 7).
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Gréfica 6. Tamafio promedio (largo y ancho) + EE del testiculo izquierdo en el raton de los
volcanes al finalizar la exposicion fotoperiddica (LO 08:16, barra blanca y LO 16:08, barra
gris). Nétese que los animales en el ciclo LO 16:08 muestran valores mayores en el largo y
ancho con respecto a los animales en el fotperiodo de dias cortos. El asterisco indica
diferencias significativas (p<0.05)
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Gréfica 7. Tamafio promedio (largo y ancho) + EE del testiculo derecho en el ratén de los
volcanes al finalizar la exposicion fotoperiddica (LO 08:16, barra blanca y LO 16:08, barra
gris). Notese que los animales en el ciclo LO 16:08 muestran valores mayores en el largo y
ancho que los animales en el fotperiodo de dias cortos. El asterisco indica diferencias
significativas (p<0.05)
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9.2.2 HISTOLOGIA TESTICULAR

9.2.2.1 HAMSTER SIRIO

Los animales que estuvieron en ambos fotoperiodos mostraron diferencias evidentes en
la estructura histologica, principalmente en el diametro de los tubulos y en el tipo de
células germinales presentes en el epitelio seminifero.

En los animales que permanecieron durante tres meses en el ciclo de LO 08:16,
el promedio del diametro mayor y menor de los tabulos seminiferos fue de 120.93 pu (+
1.77 n) y 108.37 u (+ 1.47 p), respectivamente. Mientras que en los hamsteres del ciclo
de LO 16:08, el promedio del didmetro mayor de los tubulos seminiferos fue de 260.12
p (£ 5.30 ) y el del didmetro menor de 215.93 p (+ 4.90 p). Estos valores mostraron
diferencias estadisticamente significativas (Grafica 8), siendo menor el diametro de los
tibulos en los animales del fotoperiodo de dias cortos respecto a lo de dias largos
(Figuras 11y 12).
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Gréfica 8. Promedio del didmetro mayor y menor + EE de los tubulos seminiferos en el
testiculo del hamster sirio al finalizar la exposicion fotoperiodica (LO 08:16, barra blanca y
LO 16:08, barra gris). Notese que el didmetro en los animales del fotoperiodo de dias largos es
mayor que en los del ciclo LO 08:16. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 11. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de hamster sirio expuesto al
fotoperiodo de dias cortos. Notese que el didmetro de los tubulos seminiferos es menor
respecto a los tubulos de la Figura 12. (Tec. H-E).

Figura 12. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de hamster sirio expuesto al
fotoperiodo de dias largos. Notese que los diametros tubulares son mayores respecto a los
mostrados en la figura anterior. (Tec. H-E).

48



En el epitelio seminifero de los hamsteres expuestos al fotoperiodo de dias
cortos (Figura 13), se observaron células de Sertoli, espermatogonias, espermatocitos
primarios y células en degeneracion; en tanto que no se hallaron espermatidas ni
espermatozoides, ademas de presentar una luz tubular reducida. En el espacio

intersticial se observaron células de Leydig, vasos sanguineos y tejido conjuntivo.

Figura 13. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de hamster sirio expuesto al
fotoperiodo de dias cortos. Se observan células de Sertoli (S), células de Leydig (LY) vy
espermatocitos primarios (EP). Noétese la ausencia de espermatidas y espermatozoides, asi
como de la luz tubular reducida (Tec. H-E).

En el epitelio seminifero de los hamsteres expuestos al fotoperiodo de dias
largos (Figura 14), se observo la estructura tipica de animales gonadalmente activos
llevando a cabo el proceso de espermatogénesis. En los tubulos se hallaron células de
Sertoli, espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatidas en diferentes fases de
desarrollo, e incluso espermatozoides en la luz tubular. Mientras que en el espacio

intersticial se observaron células de Leydig, vasos sanguineos y tejido conjuntivo.
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Figura 14. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de hémster sirio expuesto al
fotoperiodo de dias largos. Se observan espermatogonias (EG), espermatocitos primarios (EP),
espermétidas redondas (EY) y alargadas (E?) (Tec. H-E).

9.2.2.2 RATON DE LOS VOLCANES

La estructura histolégica no mostrd diferencias entre los animales expuestos al
fotoperiodo de dias cortos con respecto a los de dias largos. De tal manera que se
encontraron similitudes en el didmetro de los tabulos asi como en las células del epitelio
seminifero.

En los animales que permanecieron durante tres meses en el ciclo de LO 08:16,
el promedio del diametro mayor y menor de los tabulos seminiferos fue de 213.3 u (+
3.26 ) y 184.7 u (£ 2.04 p), respectivamente. Mientras que en los ratones del ciclo de
LO 16:08, el promedio del diametro mayor de los tdbulos seminiferos fue de 214.5 p (=
3.12 p) y el didametro menor fue de 189.1 u (+ 2.43 ). Por lo tanto, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (Grafica 9), al mostrar

diametros similares (Figuras 15y 16).
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Gréfica 9. Promedio del didmetro mayor y menor + EE de los tdbulos seminiferos en el
testiculo del raton de los volcanes, al finalizar la exposicion fotoperiodica (LO 08:16, barra
blanca y LO 16:08, barra gris). Notese que el didametro entre ambos grupos no muestra

diferencias significativas.

En el epitelio seminifero de los ratones expuestos tanto al fotoperiodo de dias
cortos como al de dias largos, se observaron células de Sertoli, espermatogonias,
espermatocitos primarios en diferentes fases meioticas, espermatocitos secundarios,
espermatidas en distintas fases de desarrollo, asi como espermatozoides en la luz
tubular. Mientras que en el espacio intersticial se hallaron células de Leydig, vasos
sanguineos y tejido conjuntivo.

En cada uno de los tdbulos seminiferos se observaron etapas celulares
especificamente definidas, Ilevandose a cabo la espermatogénesis de manera activa en
los animales de ambos fotoperiodos (Figuras 17-20). Asi, en un corte transversal de
testiculo se encontraron distintos estadios del ciclo del epitelio seminifero caracterizado
para el ratdn de los volcanes por Beltran en 1986.
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Figura 15. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de ratén de los volcanes expuesto

al fotoperiodo de dias cortos. Notese que el diametro de los tGbulos seminiferos es similar a
los de la figura 16. (Tec. H-E).
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Figura 16. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de raton de los volcanes expuesto
al fotoperiodo de dias largos. Notese que el diametro de los tdbulos seminiferos es similar a

los de la figura anterior. (Tec. H-E).
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Figura 17. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de raton de los volcanes expuesto
al fotoperiodo de dias cortos. Se observan células de Sertoli (S), células de Leydig (LY),
espermatocitos primarios (EP), espermétidas redondas (E') y espermétidas alargadas (E?)

(Tec. H-E).
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Figura 18. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de raton de los volcanes expuesto
al fotoperiodo de dias cortos. Se observan células de Sertoli (S), células de Leydig (LY),
espermatogonias (EG), espermatocitos primarios (EP), espermétidas redondas (E?) y alargadas

(E?), asi como espermatozoides (Z) (Tec. H-E).
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Figura 19. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de ratdén de los volcanes expuesto
al fotoperiodo de dias largos. Se observan células de Sertoli (S), células de Leydig (LY),
espermatogonias (EG), espermatocitos primarios (EP), espermatidas redondas (E*) y alargadas
(E?), asi como espermatozoides (Z) (Tec. H-E).
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Figura 20. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de raton de los volcanes expuesto
al fotoperiodo de dias largos. Se observan células de Leydig (LY), espermatocitos primarios
(EP), espermatidas redondas (E") y alargadas (E?), asi como espermatozoides (Z) (Tec. H-E).
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9.2.3 CONCENTRACION PLASMATICA DE TESTOSTERONA

9.2.3.1 HAMSTER SIRIO

En los animales que estuvieron expuestos al fotoperiodo de dias cortos, el promedio de
la concentracion de testosterona fue de 0.18 ng/ml (£ 0.05 ng/ml), mientras que en los
hamsteres del fotoperiodo de dias largos fue de 2.7 ng/ml (+ 0.46 ng/ml). Por lo que

entre ambos grupos se encontraron diferencias significativas (Gréafica 10).
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Gréfica 10. Promedio de la concentracion de testosterona en el plasma sanguineo +EE del
hamster sirio al finalizar la exposicion fotoperiddica (LO 08:16, barra blanca y LO 16:08,
barra gris). No6tese que el promedio de testosterona en los animales expuestos al fotoperiodo
de dias largos es superior respecto a los de dias cortos. El asterisco indica diferencias
significativas (p<0.05)

55



9.2.3.2 RATON DE LOS VOLCANES

En este parametro no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, ya que
el valor promedio en la concentracion de testosterona de los animales que
permanecieron en ambos fotoperiodos (LO 08:16 y LO 16:08) fue similar, como se
puede observar en la Grafica 11. La concentracion promedio fue de 0.55 ng/ml (+ 0.06
ng/ml) y de 0.43 ng/ml (z+ 0.06 ng/ml) en los animales del fotoperiodo de dias cortos y

dias largos, respectivamente.
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Grafica 11. Promedio de la concentracion de testosterona en plasma sanguineo +EE del ratén
de los volcanes al finalizar la exposicion fotoperiddica (LO 08:16 y LO 16:08).
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9.2.4 PESO CORPORAL

9.2.4.1 HAMSTER SIRIO

En todos los animales el peso disminuyd al finalizar la exposicion fotoperiddica, en los
hamsteres mantenidos en el ciclo LO 08:16 el peso inicial fue de 139 + 5 g y el final de
135.75 + 11 g, mientras que en los animales del ciclo LO 16:08 el peso inicial fue de
122.75 + 11 g y el final de 121 + 8 g; sin embargo éstas diferencias no fueron significativas

en ninguno de los dos grupos (Grafica 12).
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Gréfica 12. Peso corporal promedio *EE en el hamster sirio al iniciar y finalizar los
tratamientos fotoperiodicos (LO 08:16 y LO 16:08). Noétese que los animales de ambos
fotoperiodos disminuyeron su peso.
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9.2.4.2 RATON DE LOS VOLCANES

En todos los animales se presentd un incremento en el peso al finalizar la exposicion

fotoperiddica. En los ratones mantenidos en el fotoperiodo de dias cortos se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en el peso final (51.63 + 1.75 g) respecto al peso

inicial (47.33 £ 1.5 g). Mientras que los animales del fotoperiodo de dias largos no se

encontraron diferencias significativas, aunque si presentaron un incremento en el peso,

siendo el peso inicial de 47.3 + 1.6 g y el peso final de 50.2 + 2.12 g (Gréafica 13).
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Gréfica 13. Peso corporal promedio +EE en el ratdn de los volcanes al iniciar y finalizar la
exposicion fotoperiddica (LO 08:16 y LO 16:08). Notese que los animales de ambos
fotoperiodos incrementaron su peso. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05)
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10. DISCUSION

Las variaciones en la longitud del fotoperiodo se mantienen constantes afio tras afio, por lo
que este factor ambiental puede ser utilizado por los mamiferos y otros organismos como
indicador estacional, empleando para ello un sistema enddgeno capaz de responder a un
rango especifico de la duracion del dia.

Por otro lado, factores como la disponibilidad de alimento y agua, temperatura, y
exposicion a depredadores o enfermedades, son denominados factores Gltimos que pueden
influir en las respuestas estacionales (Goldman, 2001).

Los mamiferos, asi como otras clases de vertebrados, pueden mostrar fluctuaciones
estacionales en su reproduccion, sincronizando el nacimiento de las crias con las
condiciones ambientales mas favorables para su supervivencia. Aunque el fotoperiodo no
es importante por si mismo para la adecuacion reproductiva, permite a los organismos
anticiparse y prepararse para cambios importantes en los factores tltimos (Goldman, 2001).
Es por ello que en este trabajo se evalud la respuesta en la reproduccion del macho del

raton de los volcanes, al fotoperiodo de dias cortos y dias largos.

10.1 ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

Los actogramas obtenidos de los ratones expuestos al fotoperiodo de dias cortos o dias
largos, muestran que los animales se ajustan al ciclo de luz-oscuridad correspondiente
después de haber pasado por LO 12:12. Los ratones que se mantuvieron en el fotoperiodo
de dias cortos (LO 08:16) manifestaron un mayor nimero de transitorios antes de ajustarse
al nuevo ciclo de LO, respecto a los animales en el fotoperiodo de dias largos (LO 16:08).
Esto podria indicar que los ratones presentaron mayor dificultad en ajustarse a un nuevo
ciclo en el cual la luz se encendia dos horas después y se apagaba dos horas antes de lo
usual en el ciclo LO 12:12.

Para la medicion del fotoperiodo, se ha postulado que en los roedores nocturnos existen
dos osciladores circadianos separados, pero mutuamente acoplados, que generan los ritmos
conductuales: un oscilador de tarde vinculado con el inicio de la actividad y que se
sincroniza con el atardecer, y un oscilador de mafiana relacionado con el término de la
actividad y que se sincroniza con el amanecer (Pittendrigh y Daan, 1976). La relacion de

fase entre estos osciladores codifica la longitud del dia y cambia la duracién de la banda de
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actividad (Inagaki, et al., 2007). De tal manera que en el ratén de los volcanes, los
transitorios que se observan en los actogramas podrian ser el resultado del reajuste de fase
entre estos dos osciladores acorde con el fotoperiodo de dias cortos y de dias largos.

Se ha determinado que los roedores nocturnos como la rata y el ratén incrementan su
actividad durante los dias cortos y la diminuyen en dias largos; lo cual evidentemente se
refleja en los resultados de este trabajo, ya que los animales en el ciclo de LO 08:16
mostraron en promedio 1.6 h mas actividad que los ratones en dias largos. Asimismo, los
roedores nocturnos tienden a mostrar una banda de actividad dispersa en dias cortos y
comprimida en dias largos (Inagaki, et al., 2007).

La temperatura ambiental puede modificar los patrones de actividad de los animales en
el campo, como se ha documentado en el caso de roedores como Microtus agrestis, M.
oeconomus, M. montanus, Clethrionomys gapperi, y C. glareolus; los cuales presentan
mayor actividad diurna en el invierno evadiendo las bajas temperaturas de la noche y méas
actividad nocturna durante el verano, evitando las temperaturas elevadas del dia (Zucker, et
al., 2002). En el raton de los volcanes, los actogramas muestran lo contrario, ya que los
animales en LO 08:16 concentran su actividad durante la noche y los ratones en LO 16:08
durante el dia; sin embargo, debe considerarse que durante este trabajo los animales
permanecieron bajo temperatura ambiental relativamente constante (entre los 18 y 23 °C),
de tal modo que es poco probable que este factor interviniera con los patrones de actividad
mostrados por los animales en este trabajo, por lo cual la actividad mostrada fue
influenciada por el fotoperiodo mismo.

Otros factores ambientales como la calidad y cantidad de alimento pueden afectar los
patrones de actividad; sin embargo, durante el tiempo en que los ratones permanecieron en
el registro crénico de actividad locomotriz, la calidad, cantidad y disponibilidad de
alimento se mantuvo constante, por lo cual puede descartarse la accion de este factor como
perturbador del efecto del fotoperiodo.

La estructura del ritmo de actividad locomotriz también puede verse modificada por
hormonas como la testosterona. En el ratbn montane campafiol, la castracion de los
animales incrementa la actividad diurna y reduce la actividad nocturna, lo cual sugiere que
la disminucion de testosterona durante los dias cortos induce los cambios estacionales en

los patrones de actividad (Zucker, et al., 2002). En el raton de los volcanes, no se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de testosterona
de los animales expuestos al fotoperiodo de dias cortos con respecto a los que
permanecieron en dias largos, por lo que se descarta un posible efecto de esta hormona

sobre el patron de actividad locomotriz.

10.2 TAMANO TESTICULAR

Los fotoperiodos empleados en este trabajo (LO 08:16, LO 16:08) son ampliamente
reportados en la literatura, al simular en el laboratorio condiciones de dias cortos y dias
largos. Los roedores que habitan en zonas no tropicales, expuestos a un fotoperiodo con
menos de 12 h de luz (fotoperiodos tipicos del otofio e invierno a latitudes menores de 30°),
presentan atrofia o regresion testicular (Young y Nelson, 2000).

Para el hamster sirio (Mesocricetus auratus), se ha documentado que la exposicion
diaria en el laboratorio a 12.5 h de luz o més, mantienen funcionalmente maduras las
gonadas, mientras que involucionan cuando la duracion del dia disminuye de las 12.5 h de
luz (Eskes y Zucker, 1978). Esto ha sido confirmado en los resultados de este trabajo, ya
que el valor promedio del tamafio testicular (largo y ancho) en los hamsteres expuestos al
ciclo de LO 08:16 fue menor respecto al tamario testicular de los animales expuestos al
ciclo LO 16:08, mostrando diferencias estadisticamente significativas, y al mismo tiempo
indica que la duracion de los fotoperiodos usados fueron eficaces en esta especie
reconocida como fotoperiddica.

En el caso del ratén de los volcanes, no existen trabajos previos que indiquen
cuantas horas de luz serian necesarias para inducir las respuestas fotoperiddicas en la
reproduccion; sin embargo, considerando que este roedor habita entre los 18° y 22° latitud
Norte, sin duda los ciclos de luz-oscuridad utilizados en este trabajo generarian respuestas
inducidas por el fotoperiodo.

El tiempo en el cual los animales permanecieron en sus respectivos fotoperiodos,
fue el necesario para generar la respuesta esperada ante los dias cortos y dias largos (de 6 a
12 semanas), y a su vez evitar la refractariedad que se presenta en los hamsteres después de
un periodo de 25 a 30 semanas en el fotoperiodo de dias cortos y que se caracteriza por un
crecimiento testicular “espontaneo” (Eskes y Zucker, 1978).
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Es importante considerar que a pesar de que los ratones empleados en este trabajo
fueron capturados en distintos meses (abril y mayo), la historia fotoperiodica previa del
campo no influyé en la respuesta de los animales, ya que fueron aclimatados al ciclo de LO
12:12 durante al menos dos semanas, antes de exponerlos a dias cortos o dias largos.

Ademas de la historia fotoperiodica previa de los animales, existen otros factores
que podrian alterar la respuesta que presentan los roedores y otros organismos ante las
variaciones en la longitud del fotoperiodo, acorde con una base genética y fisioldgica.
Precisamente en lo que se refiere a esta Ultima, un parametro importante a considerar es la
edad de los animales.

A pesar de que los ratones empleados durante este trabajo fueron traidos del campo
y se desconocia su edad precisa, se utilizaron animales considerados adultos en relacién a
su peso, pues de acuerdo con Ortiz Hernandez (1990) existe una asociacién directamente
proporcional entre la edad y el peso corporal. Se consideraron como ejemplares adultos
aquellos animales que pesaron de 40 a 52 g, estimando una edad aproximada de 74 dias o
mas. Asimismo se consider0 el color del pelaje para corroborar que los ratones fueran
adultos, descartando a aquellos animales de pelaje gris uniforme, pues esto es caracteristico
de los ejemplares juveniles.

Aunque quiz4 podria considerarse mas correcto que los ratones fungieran como su
propio control en el tamafio testicular al inicio y al final de la exposicion fotoperiodica a
dias cortos o dias largos, solo cinco individuos fueron intervenidos quirargicamente al
inicio del experimento para obtener el tamafio inicial de ambos testiculos, principalmente
debido a las dificultades presentadas en una etapa experimental previa que no se reportan
en este trabajo, pero que se explican a continuacion.

En primera instancia, se presentaron dificultades al establecer la dosis de anestesia
adecuada para llevar a cabo la cirugia y determinar el tamafio testicular, ya que a diferencia
de la rata o del hdmster, estos datos no se especifican en la literatura para el ratén de los
volcanes. Por ello, fue necesaria una serie de pruebas de ensayo y error hasta lograr
determinar cual seria el tipo de anestésico utilizado y en qué dosis se administraria. Debido
a esto, se evitd intervenir quirdrgicamente a todos los animales al inicio del experimento
para disminuir el riesgo de mortandad. Ademas, de acuerdo a lo observado en la etapa

experimental previa, los animales que sobrevivian a la cirugia inicial y eran intervenidos
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posteriormente para determinar el tamafio testicular final, presentaron adherencias y
degeneracion testicular, de tal manera que era imposible cotejar el efecto del fotoperiodo de
dias cortos o de dias largos. Aunado a esto, el dafio que se hacia en el testiculo medido al
inicio podia alterar los resultados finales, ya que si uno de los dos testiculos es extirpado o
funciona de manera anormal, el testiculo sano llega a suplir la funcién del otro testiculo. En
el caso de los hdmsteres, los animales tampoco fungieron como su propio control, con el fin
de evitar las complicaciones ya explicadas anteriormente por llevar a cabo una segunda
cirugia. A pesar de que se obtuvo el tamafio testicular inicial protuyendo el testiculo sobre
la piel escrotal no se consideraron estos datos para evitar errores de medicidn, por lo cual,
al final de la exposicion fotoperiddica, se decidio realizar la cirugia escrotal empleada para
los ratones.

Si se considera Unicamente el tamafio testicular como un pardmetro indicativo de la
respuesta de los animales al fotoperiodo, podria pensarse que el raton de los volcanes
muestra una respuesta similar a la del hamster sirio, ya que en los ratones expuestos al
fotoperiodo de dias largos los valores promedio del tamafio testicular fueron mayores
respecto a los mostrados por los animales en el fotoperiodo de dias cortos. Sin embargo, el
analisis de otros parametros como la estructura histoldgica y la concentracion plasmatica de
testosterona, parecerian indicar que el raton de los volcanes es un animal cuya reproduccion
no se encuentra regulada por el fotoperiodo.

Debido a que en el raton de los volcanes el tamafio testicular no muestra variaciones
tan notorias en respuesta fotoperiddica como en el hdmster sirio, en el cual los resultados
indican diferencias de hasta 0.9 cm en el largo y 0.6 cm en el ancho, pareceria que estas
ligeras variaciones pudieran ser consecuencia de un error de medicion. Ademas, debe
considerarse que el largo y ancho testicular no corresponden con el volumen del érgano,
pues es un cuerpo tridimensional y las medidas fueron tomadas en un solo plano. Es por
ello que, en caso de corroborar la tendencia de los resultados mostrados en este trabajo se
propone considerar ademas el peso testicular, pues de acuerdo a la literatura en los
hamsteres expuestos a dias cortos, el peso del testiculo disminuye hasta 10 veces con

respecto a los animales de dias largos (Darrow, et al., 1980).

63



10.3 HISTOLOGIA TESTICULAR

La estructura histologica del testiculo del hamster sirio observada en este trabajo concuerda
con la literatura, ya que en este roedor la exposicion diaria en el laboratorio a 12.5 h de luz
0 mas (dias largos) mantiene la espermatogénesis activa, mientras que cesa cuando la
duracion del dia disminuye de las 12.5 h de luz (dias cortos) (Eskes y Zucker, 1978). En los
hamsteres expuestos al fotoperiodo de dias cortos, disminuye el didmetro tubular y el
epitelio seminifero presenta solo células de Sertoli, espermatogonias y espermatocitos
primarios (principalmente en etapa meidtica de preleptdteno), asimismo la luz tubular es
reducida; mientras que en el espacio intersticial pueden visualizarse células de Leydig,
vasos sanguineos y tejido conjuntivo (Sinha Hikim, et al., 1988).

En lo que respecta al raton de los volcanes, los resultados de este trabajo sugieren
que todos los animales presentaban al inicio la estructura de un testiculo histol6égicamente
maduro; ya que de acuerdo con Ortiz Hernandez (1990) en este roedor existe una relacion
directa entre la madurez testicular, el incremento de peso corporal, el tamafio del testiculo y
el diametro tubular. De tal manera que conforme al peso de los ratones se estimé una edad
aproximada de 74 dias 0 mas, y los testiculos ya presentan madurez a los 59 dias; por lo
tanto se descarta la influencia de la edad en los resultados obtenidos.

Al finalizar la exposicion fotoperiddica en el raton de los volcanes, no se
encontraron diferencias aparentes en la estructura histoldgica testicular entre los animales
del ciclo LO 08:16 y los del ciclo LO 16:08. El diametro tubular fue similar en ambas
condiciones y se observd espermatogénesis activa, a diferencia del hamster, mostrando
todos los tipos celulares en el epitelio seminifero asi como luz tubular con espermatozoides.
Mientras que en el espacio intersticial se observaron células de Leydig, vasos sanguineos y
tejido conjuntivo.

A pesar de que no se encontraron diferencias histologicas aparentes en el raton de
los volcanes, podrian llevarse a cabo otro tipo de estudios que ayudaran a dilucidar el efecto
de la longitud del fotoperiodo en la reproduccién de este roedor.

El estudio estructural de las células de Leydig mediante microscopia electrénica,
podria ser de utilidad ya que en el hamster sirio, los animales gonadalmente inactivos
presentan una disminucion en el tamafo de éstas células, asi como en la cantidad relativa de

reticulo endoplasmatico sacular (Sinha Hikim, et al., 1988). Ademas de revisar estas
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caracteristicas en los ratones expuestos al fotoperiodo de dias cortos, podria determinarse la
proporcion de reticulo endoplasmatico liso y rugoso en ambas condiciones fotoperiddicas,
pudiéndose esperar que la cantidad de reticulo liso sea mayor en las células de Leydig de
los animales en el fotoperiodo de dias largos, pues participa en la sintesis de lipidos y la
testosterona es una hormona esteroidea que se sintetiza a partir del colesterol.

Asimismo podria estudiarse la estructura de las células de Sertoli, ya que
probablemente el ratén de los volcanes muestre cambios en estas células como ocurre en
los hamsteres sirios expuestos al fotoperiodo de dias cortos. En el hamster el volumen y la
longitud de las células de Sertoli disminuyen, ademas de mostrar un ligero desplazamiento
de su nucleo hacia la luz tubular, reduccion en el contenido de glucégeno y reticulo
endoplasmatico liso, pocas mitocondrias y aumento en la cantidad de gotas lipidicas, las
cuales podrian ser producto de las células germinales degeneradas que son fagocitadas
(Sinha Hikim, et al, 1988, 1989).

Por otro lado, también seria de utilidad el estudio de la densidad de los vasos
sanguineos. En vista de que el crecimiento y formacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de capilares existentes es debido a un proceso denominado angiogénesis que ocurre en las
gbnadas de los mamiferos adultos saludables, cabria la posibilidad de que en el raton de los
volcanes incrementara la densidad de vasos sanguineos en el testiculo, asi como la
permeabilidad vascular, en respuesta al fotoperiodo de dias largos como se reporta para el

hamster sirio (revisado en Young y Nelson, 2000).

10.4 CONCENTRACION PLASMATICA DE TESTOSTERONA

Los resultados reportados en este trabajo para el hamster sirio, muestran concordancia con
estudios previos, ya que en los animales expuestos a un fotoperiodo de dias cortos, la
regresion testicular se correlaciona con una reduccion dréstica en la concentracion de
gonadotropinas (FSH y LH), prolactina y testosterona en la circulacién sanguinea
(Chandrashekar y Bartke, 1989; Sinha Hikim, et al., 1988, 1989). Asimismo, los valores en
la concentracion de testosterona de los hdmsteres expuestos al fotoperiodo de dias cortos
son significativamente menores, respecto a los de dias largos (Frungieri, et al., 2005). Esto
ultimo se relaciona directamente con las pruebas histoldgicas, ya que en los animales del

ciclo LO 08:16, los niveles de testosterona fueron bajos y la espermatogénesis inactiva.
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En el raton de los volcanes, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los valores de la concentracion de testosterona de los animales
mantenidos en el ciclo de LO 08:16 y los del ciclo LO 16:08, lo cual se correlaciona de
manera directa con la histologia testicular, pues en ambos grupos la espermatogénesis se
mantuvo activa.

En el raton blanco (Mus musculus), los animales que se transfieren de un
fotoperiodo de dias largos a uno de dias cortos muestran una reduccion rapida en la
concentracion de testosterona al interior del testiculo, aunque la concentracion sanguinea
decrece después de 6 a 8 semanas (Young y Nelson, 2000). Por lo tanto, suponiendo que el
raton de los volcanes presente una respuesta similar ante la exposicion a dias cortos, el
tiempo que se mantuvieron a los animales en el ciclo de LO 08:16 (~13 semanas) seria
suficiente para generar algun tipo de respuesta ante el fotoperiodo de dias cortos.

Es probable que la cuantificacion de LH y FSH sean de gran utilidad para dilucidar
el efecto del fotoperiodo sobre la concentracion plasmatica de andrégenos, ya que estas
hormonas gonadotrdpicas, en particular la LH, controlan la produccion de testosterona por
las células de Leydig (Sinha Hikim, et al., 1988, 1989). Asimismo, la concentracion de LH
se correlaciona con la regresion testicular en el raton Peromyscus maniculatus, mientras
que el fotoperiodo de dias cortos disminuye la concentracion de FSH en suero, que precede
a la regresion gonadal en el hamster siberiano (Phodopus sungorus) (Young y Nelson,
2000).

Cabria explorar también el nimero de receptores de LH, FSH y Prolactina en el
testiculo del raton de los volcanes, ya que en roedores como el hamster sirio se ha
encontrado una reduccion de estos receptores al exponer a los animales a un fotoperiodo de

dias cortos.

10.5 PESO CORPORAL

Muchos mamiferos pequefios presentan ciclos anuales en su reproduccion que son
acompariados por cambios morfoldgicos, fisiologicos y de comportamiento. Estos incluyen
variaciones estacionales en la masa corporal, adiposidad, pelaje, termogénesis, inmunidad y
actividad locomotriz (Krdl, et al., 2005). Las variaciones estacionales en el tejido adiposo

parecen haber sido producto de la seleccion natural, favoreciendo a los animales que inician
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estos cambios en asociacién con la reproduccion, anticipandose a la estacion entrante
(Bartness, et al., 2002). Es por ello que, en este trabajo se evaluo el peso corporal como un
parametro importante relacionado con las respuestas inducidas por el fotoperiodo en la
reproduccion del raton de los volcanes.

Los cambios estacionales en el peso corporal y el contenido de tejido graso, se
manifiestan de manera distinta que las respuestas inducidas por el fotoperiodo en la
reproduccion. En los hdmsteres, campafioles, lemings de collar y ratones, un fotoperiodo de
dias cortos induce regresion gonadal; sin embargo, en el leming de collar, el campafiol y el
hamster sirio, el peso y el tejido graso se incrementan; mientras que en el hamster
siberiano y europeo, el raton de campo y el raton Peromyscus maniculatus el peso y tejido
graso disminuyen (Bartness, et al., 2002).

Los hamsteres empleados en este trabajo no aumentaron de peso ante los dias
cortos, sino que incluso los animales de ambos grupos disminuyeron su peso corporal (LO
08:16 : 139 + 59— 135.75+ 11 g; LO 16:08 : 122.75 £ 11 g — 121 + 8 g). Aunque estas
diferencias no fueron significativas, es posible que otras caracteristicas del fotoperiodo y la
intensidad de la luz usada en este trabajo pudieran estar involucradas con esta respuesta;
sin embargo, la respuesta fotoperiodica esperada en el tamafio testicular no se vio afectada.
De tal manera que los animales de menor peso que podria pensarse fueran juveniles, y que
se mantuvieron en el ciclo LO 16:08, presentaron un tamafio testicular mayor vy
espermatogénesis activa, en contraste con los animales de mayor peso corporal (mantenidos
en el ciclo LO 08:16).

Por otro lado, en el raton de los volcanes todos los animales incrementaron su peso
corporal al finalizar la exposicion fotoperiddica. Este aumento pudo darse en respuesta a las
condiciones de cautiverio o predisposicion genética, pues trabajos previos en este roedor
indican que tiende a la obesidad en el laboratorio, quiza como consecuencia al consumo de
alimento ad libitum vy al estado de sedentarismo que conduce a un menor gasto energético
(Carmona, 2006).

El aumento de peso que se observa en el hamster sirio y el lemming de collar en
respuesta al fotoperiodo de dias cortos, no se encuentra correlacionado con un incremento
en la ingesta de alimento, lo cual sugiere que los animales reducen su gasto energético. Ha

sido demostrado que el hamster sirio en dias cortos reduce su actividad locomotriz en rueda
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aproximadamente 66% en los machos y 48% en las hembras, respecto a los animales en
dias largos (Krdl, et al., 2005). Es por ello que seria de utilidad estudiar una posible
correlacion entre la actividad locomotriz del raton de los volcanes y su incremento de peso.

El estudio de poblaciones silvestres de campariioles, ha demostrado que el promedio
de peso invernal varia considerablemente entre los animales de acuerdo a la estacion del
afio en la misma localidad. El peso depende de factores extrinsecos asociados dentro del
ambiente inmediato (e.g. temperatura ambiental, calidad y disponibilidad de alimento, tasa
de depredacion y parasitismo), asi como de factores intrinsecos como la edad, el estado
fisioldgico y/o genético (Krdl, et al., 2005).

10.6 CONSIDERACIONES GENERALES

Desde que la estacionalidad reproductiva ha sido ampliamente estudiada en mamiferos, se
ha sugerido que alguna especie (como el raton o la rata de laboratorio) no es fotoperiodica
si la duracién del dia no afecta su estatus reproductivo. Sin embargo, se trata de una
conclusion prematura, ya que otras respuestas fisiologicas o conductuales pueden estar
reguladas por las variaciones en la longitud del fotoperiodo (Goldman, 2001).

Los parametros evaluados en este trabajo, sugieren que el raton de los volcanes no
regula su reproduccion por modificaciones estacionales en el fotoperiodo. Sin embargo, es
posible que el animal cambie de manera estacional el color de su pelaje, reportandose
variaciones del color gris negruzco a café castafio opaco en los animales adultos.

Probablemente, el raton de los volcanes regule su reproduccion de acuerdo con la
disponibilidad de alimento. En un estudio realizado por Alvarez y Mayo-Aceves, acerca del
contenido estomacal de este roedor en diferentes regiones del Valle de Meéxico, se
establecid que su dieta estd constituida por plantas herbaceas como Trifolium, Bidens
triplinervia (Compositae) y Rumex acetocella (Poligonaceae); frutos como fresa (Fragaria)
y zarzamora (Rubus), en la temporada de lluvias y capulincillo (Pernettya), a finales del
afio; granos de polen de Trifolium, Ambrosia, Salvia, Zephyiranthes, Rhus, Ribes, Salix,
Alnus, Pinus y Quercus. Ademas de artrépodos del orden Coledptera (Scarabaeidae,
Tenebrionidae, Carabidae y Curculionidae); asi como de hormigas (Formicidae) y de larvas
de lepiddpteros (Noctuidae). Estos investigadores concluyeron que las diferencias

observadas en el contenido estomacal de los ratones de cada regién, dependian de las
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variaciones ecoldgicas y estacionales, de tal forma que la dieta del raton de los volcanes en
la temporada de secas (noviembre-abril) esta constituida particularmente de tejido vegetal;
mientras que en la temporada de lluvias (mayo-octubre), consiste principalmente de
insectos (Carmona, 2006). Debido a que el pico estacional en la reproduccién del ratén de
los volcanes es de abril a septiembre, parece ser que el animal se reproduce en temporada
de lluvias cuando su dieta se constituye principalmente de insectos, lo cual llevaria a pensar
que es en estos meses cuando el animal tienen a su alcance un mayor contenido proteinico

en su dieta.
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11. CONCLUSIONES

i.- Pese a los cambios observados en el tamafio testicular, los estudios histologicos del
testiculo y de la concentracion plasmatica de testosterona, indican que la reproduccion
en el macho del ratdn de los volcanes Neotomodon alstoni alstoni, no presenta todas las
caracteristicas de una respuesta diferencial al fotoperiodo de dias largos (LO 16:08) y
de dias cortos (LO 08:16), como sucede en el hdAmster dorado Mesocricetus auratus; sin
embargo, su estacionalidad reproductiva podria verse afectada por factores como la
disponibilidad de alimento en su habitat.

ii.- La actividad locomotriz en el raton de los volcanes muestra actividad principalmente
nocturna aunque la cantidad de actividad diurna aumenta en fotoperiodo de noches
cortas.

iii.- En el ratdn de los volcanes, los individuos tardan mas dias en mantener una relacion de
fase estable con la escotofase durante el fotoperiodo de dias cortos, respecto a los
animales en dias largos.

iv.- En condiciones de cautiverio, el raton de los volcanes incrementa su peso corporal
independientemente de la longitud del fotoperiodo, probablemente por el sedentarismo

y la disposicion de alimento ad libitum.
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12. ANEXO I:

TECNICA HISTOLOGICA (Modificado de Estrada, et al., 1982)

Una vez disecado el testiculo, éste se corto en dos secciones transversales y se fijo de
manera inmediata con formalina neutra al 10% amortiguada con sales de fosfato. El tejido
se mantuvo fijado en la solucion de formol aproximadamente 31 dias, posteriormente se
lavd con agua corriente por goteo durante 3 h y se enjuagd con agua destilada (2 cambios
de 10 min. cada uno). Inmediatamente se deshidratd el tejido mediante cambios sucesivos
en alcoholes etilicos de concentracion ascendente, 30%, 50%, 70%, 80%, 96% y alcohol
absoluto, durante 1 h en cada alcohol y dos cambios de ¥z h en el caso del alcohol absoluto.
Posteriormente, se colocaron las muestras de tejido en una solucion de xilol-alcohol
absoluto (1:1) durante 40 min. Se transfirio el tejido a xilol durante 30 min. v,
posteriormente, a una solucion de xilol-parafina (1:1) en la cual se dejaron las muestras
cerca de 1 h. Finalmente, se hicieron dos cambios en parafina de 1 h cada uno (para las
muestras de tejido del ratén de los volcanes) y dos cambios de 24 h cada uno (para las
muestras de tejido del hamster sirio), para incluir el tejido en bloques de parafina.

Una vez incluido el tejido, se monto el bloque de parafina en una base de madera
para cortarlo. Esto se llevd a cabo mediante el uso de un micrétomo de rotacion
semiautomatico de parafina, haciendo cortes de 7 u de grosor, los cuales se colocaron en un
bafio de flotacion a 27°C. Estos cortes se montaron y etiquetaron en la superficie de un
portaobjetos de vidrio, dejandose secar a temperatura ambiente.

Los cortes de tejido se tifieron mediante la técnica de Hematoxilina-Eosina, para lo
cual fue necesario desparafinarlos mediante tres cambios continuos de xilol, de 5 a 10 min.
cada uno. Inmediatamente se hidrato el tejido a través de cambios sucesivos en alcoholes
etilicos de concentracion descendente: absoluto, 96%, 80%, 70% y 50%, por 5 min. en cada
uno. Se colocaron los portaobjetos con las muestras en agua destilada y se tifieron con
Hematoxilina de Harris durante 3 min.; se enjuagaron con agua de la llave para virar el
color y luego con agua destilada para detener el viraje. Posteriormente, se deshidrato el
tejido con alcoholes al 50% y 70% por 3 min. en cada uno para tefiir con Eosina alcohdlica
durante 3 min. Se continud el proceso de deshidratacién con alcohol al 96% (dos cambios)
y alcohol absoluto, durante 5 min. para cada alcohol. Finalmente se aclararon las muestras

con xilol durante 5 min. y se cubrieron con resina sintética y un cubreobjetos.
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