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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto de diferentes ofertas de forraje de
campo natural desde 3 semanas previas y durante la gestacion, sobre el crecimiento
y el desarrollo testicular en términos de peso corporal y testicular, con técnicas
histolégicas cuantitativas: diametro y volumen porcentual de cordones testiculares y
namero de células de Sertoli, en fetos ovinos. A partir de 355 ovejas Corriedale que
pastorearon dos ofertas (AOF 10 kg de materia seca (MS)/ 100 kg de peso/dia y
BOF oferta 5 kg MS/100 kg de peso/dia y baja) de campo natural desde tres
semanas antes de la concepcion en la Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt,
Cerro Largo, Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, se procesaron,
en el laboratorio de Histologia y Embriologia de la Facultad de Veterinaria (Sede
Central, Montevideo), los testiculos del8 (AOF n= 9; BOF: n=9) fetos de 70 dias de
gestacion. Las ovejas de AOF fueron mas pesadas (AOF: 47,2 + 0,41 kg vs. BOF:
44,7 £ 0,41 kg; P < 0,0024) y tuvieron mayor CC (AOF: 2,69 + 0,01 vs. BOF: 2,50 *
0,01; P < 0,0001) que las de BOF. Ambas variables fueron afectadas por los dias de
gestacion (P < 0,0001) y la interaccién entre tratamiento y dias de gestacion (P
<0,0098). Al momento del sacrificio (70 dias de gestacion), las ovejas de AOF
estaban manteniendo peso y CC (p > 0,1) mientras que las de BOF estaban en
balance energético negativo que se reflejé en pérdida de peso y CC (P <0,05). El
diametro de los cordones testiculares tendié (p = 0,08) a ser afectado por el
tratamiento por lo que se realizaron andlisis de covariables. No se encontré efecto
del tratamiento cuando el peso del testiculo izquierdo fue utilizado como covariable
(p = 0,13), pero la tendencia (p = 0,06) persistid cuando el peso fetal fue utilizado
como covariable. El nimero de gonocitos por corte también tendio (p = 0,07) a ser
afectado por el tratamiento y esta tendencia (p = 0,1) persisti6 cuando el peso
testicular izquierdo fue incluido en el modelo como covariable. El peso de la carcasa
del feto present6 una alta y positiva correlacién con el peso fetal. Por otra parte, el
peso testicular izquierdo se correlacioné negativamente con el volumen porcentual
del intersticio y presenté una alta correlacion positiva con el volumen absoluto y la
longitud de los cordones testiculares y con el niUmero total de células de Sertoli. El
diametro de los cordones presentd una correlacion positiva con el nimero de células
de Sertoli y de gonocitos por corte transversal de cordon testicular. EI nimero de
células de Sertoli por corte de cordon testicular se correlacion6 positivamente con el
namero de gonocitos por corte. Ademas, el nUmero de células de Sertoli por corte de
cordon testicular tendi6 a correlacionarse positivamente con el peso testicular
izquierdo, con el volumen absoluto de cordones testiculares y con el nimero total de
células de Sertoli. Se concluy6 que la subnutricion de la oveja gestante a partir de 3
semanas antes de la encarnerada y durante los primeros 70 dias de gestacion tiene
efectos relativamente moderados sobre el desarrollo del testiculo en el feto
temprano.

La conclusion de la presente tesis nos permitiria adoptar decisiones mejor
informadas en el manejo alimentario de corderos y carneros, mejorando la eficiencia
de los sistemas productivos ovinos.



SUMMARY

The aim of this thesis was to evaluate the effect of different offers of natural pasture
week before and during gestation, on testicular growth and development in terms of
body and testicular weight, as well asquantitative histological techniques: diameter
and percentual volume of testicular cords and number of Sertoli cells in ovine
fetuses. From 355Corriedaleewesthat grazed 2 offers (high: AOF and low: BOF) of
natural pasturein Bernardo Rosengurtt Experimental Station, Cerro Largo, Faculty of
Agronomy, the testicles of 18 (AOF n= 9, BOF n=9)70 days fetuses were processed
in the Histology and Embryology laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine
(Headquarters, Montevideo).Ewes from AOF were heavier(47,2 + 0,41 kg vs. 44,7 £
0,41 kg; P=0,0024)and their body condition score was greater (47,2 + 0,41 kg vs.
44,7 + 0,41 kg; P=0,0024). Both variables were affected by gestation day (P <
0,0001) and by the interaction between treatment and gestation day. At slaughter
(gestation day 70) AOF ewes weight and BCS were stable (p > 0,1) but BOF ewes
were losing both weight and BCS (P <0,05). The diameter of the testicular cords
tended (p = 0,08) to be affected by the treatment. No effect was found when the left
testis was used as covariable (p=0,13) but the tendency (p=0,06) persisted when the
fetal weight was used as covariable. The number of gonocytes per section also
tended (p = 0,07) to be affected by treatment and such tendency persisted (p = 0,1)
when the left testiculr weight was included in the model as covariable. Carcass
weight correlated highly and positively with fetal weight. Left testis weight correlated
negatively with interstitial percentual volume and correlated positively with absolute
volumen and length of testis cords and with total number of Sertoli cells. The
diameter of the testis cords correlated positively with total number of Sertoli cells and
of gonocytes. The number of Sertoli cells per section correlated positively with the
number of gonocytes per section. The number of Sertoli cells per section correlated
positively with testis weight, absolute volume of testis cords and with total number of
Sertoli cells. We concluded that the undernourishment of the pregnant sheep from 3
weeks before the joining and during the first 70 days of gestation determines
relatively moderate effects on the development of the testicle in the early fetus. The
strong effects observed when undernutrition occurs throughout pregnancy are
attributable to the second half of pregnancy; the conclusion of the present thesis
would allow taking better informed decisions in the feeding management of lambs
and rams, hopefully improving the efficiency of ovine production systems.



INTRODUCCION

Hemos elegido el modelo ovino porque se trata de una especie relevante en
produccion animal, y que ademas se ha utilizado como modelo biologico para otras
especies productivas de ciclos biolégicos mas largos, asi como para la especie
humana.

La produccion ovina se desarrolla generalmente sobre campo natural en la zona
basaltica y cristalina del pais, sobre todo en los departamentos de Salto, Artigas,
Paysandu y en menor medida en Durazno (MGAP,DIEA, 2017). Uruguay exporta
productos ovinos, lana y carne, a diversos mercados; el rubro ovino integra el sector
agropecuario exportador y tiene larga trayectoria en el pais (MGAP, DIEA,
2016).Anualmente se producen 37 mil toneladas de carne ovina y 27,7 toneladas de
lana, ingresando al pais 79 millones de ddlares; estas cifras representan 3,8% del
PBI total agropecuario (MGAP,DIEA, 2016).La produccién de carne ovina ha tenido
un auge luego de la disminucién de los precios internacionales de la lana y hoy
Uruguay es el tercer pais exportador de carne ovina a nivel mundial, detrds de
Australia y Nueva Zelanda.

El stock ovino ha decrecido considerablemente desde el afio 1990; actualmente hay
6,7 millones de cabezas (DIEA, 2017), lo que significa un decrecimiento del 70 %
desde el afio 1990 a la actualidad.

Debido a la caida estructural de los precios de la lana, y al aumento en la superficie
dedicada a actividades mas rentables como la producciéon de carne vacuna, cultivo
de soja y forestacion, la produccion ovina ha sido desplazada a suelos relativamente
pobres, donde las caracteristicas del suelo, la topografia y la produccién y calidad
del forraje, limitan la potencialidad productiva del ovino (Cardellino, 2015). Esta
situacion se complejiza ain mas en invierno, ya que la produccion y calidad de
forraje del campo natural es menor (Berettay col., 1994) lo que limita la ingestion de
nutrientes. En forma especial, la situacion de las ovejas gestantes es critica en estos
periodos debido al aumento de sus requerimientos como consecuencia de las
demandas de un feto en crecimiento. Por ende, los fetos de las ovejas gestantes son
susceptibles a padecer subnutricion durante su gestacion, la cual puede alterar su
crecimiento y desarrollo, pudiendo afectar su productividad posterior durante la vida
extrauterina.

Las restricciones nutricionales son una de las principales limitantes en los sistemas
pastoriles de produccién animal. A lo largo de las Ultimas décadas se ha
comprobado que la programacion fetal por subnutricion (es decir, los efectos debidos
a la subnutricibn durante etapas tempranas de la vida con consecuencias
posteriores) tiene efectos que muchas veces son poco intensos o evidentes, pero
gue pueden terminar afectando de manera relevante a los individuos en etapas muy
posteriores a las de la carencia nutricional que las origina (Barker, 2004).Los efectos
de la programacion fetal por subnutricibn sobre el testiculo ovino ya han sido
demostrados por nuestro equipo,(Bielli y col.,2002),sin embargo, poco se conoce
sobre los mecanismos involucrados. En la presente investigacion estudiamos los
efectos de la programacion fetal por subnutricion en fetos ovinos. Esta tesis es el
resultado de la cooperacion entre investigadores de las Facultades de Agronomia y
Veterinaria. Los experimentos a campo fueron conducidos en la Estacion
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Experimental Bernardo Rosengurtt, Cerro Largo, Facultad de Agronomia, mientras
gue la mayor parte de las actividades de laboratorio lo fueron en la Facultad de
Veterinaria. Combina algunas variables clinicas y productivas con una serie de
variables histolégicas cuantitativas clasicas. De esta manera, se ha generado
informacion cientifica original que resulta de interés tanto en aspectos de ciencias
bésicas como para la realidad productiva de nuestro pais.

Por otra parte, la histologia cuantitativa es la aplicacion de un conjunto de técnicas
cuantitativas al analisis histologico. Esto permite detectar diferencias no siempre
evidentes al ojo humano durante la observacion cualitativa, por mas entrenado en
evaluacion histolégica que se encuentre dicho observador. Ademas, los datos
cuantitativos generados son pasibles de analisis estadistico de manera practica y
detallada. Aunque tiene la desventaja de ser un encare que consume muchas horas
de trabajo, permite generar mucha informacion original interesante con costos
relativamente bajos. En la presente tesis, hemos decidido aplicar estas técnicas,
teniendo presentes sus ventajas y desventajas.



ANTECEDENTES

Programacion fetal

El concepto de programacion fetal deriva de estudios epidemiologicos en humanos
gue dieron origen a la teoria del origen fetal de enfermedades en los adultos. En
efecto, la hipotesis de Barker se origina de asociar bajos pesos al nacer en humanos
recién nacidos producto de subnutricibn de las madres, con mayor incidencia en
enfermedades cardiovasculares en los adultos (Barker, 2003).

El término “programacion fetal” describe consecuencias permanentes generadas por
efectos ambientales que actian durante etapas claves del desarrollo temprano en la
vida del animal (Rhind y Rae., 2001). La subnutricion de la madre puede afectar al
feto programando el desarrollo de érganos, alterando la cantidad de células, o la
expresion de receptores hormonales clave para la fisiologia del érgano en cuestion
(Rhind y Rae 2001).Si la madre sufre restriccion nutricional durante la gestacién ola
lactancia, puede afectarse el desarrollo de sus crias con consecuencias en etapas
posteriores ya que interfiere en el normal desarrollo de organos y tejidos,
provocando efectos permanentes o de muy dificil compensacion(Desai y Hales,
1997). Estos efectos pueden prolongarse y manifestarse incluso hasta la vida adulta
(Engelbregt y col, 2000). En términos generales, puede decirse que el mecanismo
gue explica estos fendmenos se basa en que el feto se adapta a la falta de
nutrientes u oxigeno disminuyendo la tasa mitética, y esto es mas intenso en los
tejidos que estan en rapida division celular en el periodo de la restriccion nutricional
Este fendmeno afecta en general a los mamiferos, y se ha confirmado tanto en
ovinos como en humanos y animales de laboratorio (Swali y col., 2012). El impacto
de la subnutricion depende del momento en que ésta se produzca y de la intensidad
de la misma, ya que el desarrollo de los 6rganos tiene tiempos diferentes (Burton y
Fowden, 2012).

Realidad productiva uruguaya para los ovinos y subnutricién

En Uruguay la produccién ovina se desarrolla mayoritariamente sobre campo natural
(CN), con limitaciones vinculadas a la cantidad y el valor nutritivo del forraje
disponible (Berretta y col., 1994). La producciéon de forraje en CN varia en forma
estacional (ver Figura 1), con marcados descensos en disponibilidad y calidad
durante el invierno (Carambula, 1991), lo que puede conducir a periodos de
subnutricion, en especial en hembras gestantes. Dado que generalmente las
encarneradas ocurren en otofio y que la gestacion ovina dura aproximadamente
148+2dias (Jainudeen y Hafez, 1996), esta crisis invernal del CN podria tener
consecuencias de largo plazo sobre el desarrollo del feto ovino.
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ENCARMNERADA PARTO

GESTANTES LACTANTES

Fig. 1. Produccién mensual promedio de forraje (kg de materia seca por hectarea)
del campo natural y ciclo reproductivo de la oveja. Las dos barras rojas verticales
corresponden al inicio y al final del tratamiento experimental aplicado en esta tesis
(ver Materiales y Métodos).

Tomado de Abud, 2015

El crecimiento del peso fetal durante la vida uterina fue estudiado por Koongy col.
(1975) en ovejas Targhee que fueron sacrificadas a los 70, 100, 125 y 140 dias de
gestacion en ovejas con fetos unicos y mellizos. Observaron que el crecimiento del
peso fetal se vuelve exponencial durante el dltimo tercio de gestacién (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento fetal desde el dia 60 hasta el parto en ovejas Targhee con
fetos Unicos o mellizos.
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Adaptado de Koong y col., 1975

Trabajos nacionales demostraron que una baja oferta de forraje de campo natural en
ovejas gestantes produce retardo en el crecimiento intrauterino de las crias, las que
nacen con menor peso, alteracion de las dimensiones corporales e indice de
Gootwine mas bajo (Abud, 2015). Estos efectos no se compensan con un aumento
del plano nutricional durante los ultimos 23 dias antes del parto (Abud, 2015). Estos
trabajos llevaron a generar la hipétesis de que el feto bajo condiciones de restriccion
nutricional prioriza los érganos del sistema nervioso central y sacrifica los 6rganos
metabdlicos como el higado, los reproductivos como testiculo y genitales externos y
los que componen la carcasa, fundamentalmente los musculos (Abud, 2015).

Desarrollo reproductivo e histologia testicular

El testiculo es la gbnada masculina, principal érgano reproductor del macho que
produce los gametos masculinos (espermatozoides) y los esteroides sexuales (por
revision, ver Wrobel y Dellmann, 1993).Los testiculos estan alojados en las bolsas

escrotales.
Los principales componentes estructurales del testiculo son los siguientes:

- El testiculo esta delimitado por una capsula compleja, que incluye tres

componentes o subcapas:
1) Tunica vaginal propia o subcapa serosa visceral.
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2) Subcapa albuginea: Envuelve a todo el parénquima testicular, es la que le
da la forma ovoidea al testiculo. De su cara interna surgen una serie de
tabigues conjuntivos densos, que subdividen al parénquima testicular
seminifero en lobulillos.
3) Subcapa vascular, constituida por la arteria espermatica y las venas
capsulares testiculares.

- Dentro de la antedicha cépsula, se encuentra un parénquima testicular
constituido, en el caso del carnero, en 85-90 % por el denominado
parénquima seminifero, que es el que produce espermatozoides. El resto esta
constituido por el mediastino testicular y los conductillos eferentes.

- El parénquima seminifero aloja:

Tabulos seminiferos contorneados, que incluyen al tejido limitante del tibulo
seminifero y al epitelio germinal. Este ultimo es un epitelio estratificado
complejo, con células de Sertoli (células de sostén) y células germinales o
espermatogénicas. El epitelio germinal rodea una luz de limites irregulares, la
luz del tabulo seminifero, a donde las células de Sertoli segregan un fluido
testicular. En dicho fluido son liberados los espermatozoides testiculares. La
mayoria de los tubulos seminiferos contorneados finalizan desembocando en
tubulos seminiferos rectos, en la vecindad de la rete testis (se dirigen hacia el
centro del I6bulo donde se anastomosan).

- Entre los tubulos seminiferos contorneados se encuentra el intersticio
testicular. Se trata de un tejido conjuntivo laxo muy vascularizado, rico en
vasos sanguineos y linfaticos de pequefio calibre. Los principales tipos
celulares presentes son las células intersticiales de Leydig, que son células
epiteliales de actividad enddécrina, y los macrofagos testiculares, que regulan
la actividad de las células de Leydig, y también moderan fuertemente las
respuestas inflamatorias testiculares.

- Los tabulos seminiferos rectos son la continuacion de los tubulos seminiferos
contorneados, permitiendo la conexion con la rete testis.

- Mediastinum testis y septula testis: son engrosamientos de la albuginea. Los
septula testis o tabiques testiculares de tejido conjuntivo denso, surgen de la
cara interna de la albuginea y subdividen al parénquima testicular. Convergen
en el mediastino testicular, que también tiene un estroma de tejido conjuntivo
denso.

- Rete testis: produce la mayoria del fluido testicular, en el carnero son
aproximadamente 40ml/dia del mismo; en la rete testis desembocan los
tubulos rectos, los cuales se contindan con los conductillos eferentes.

- Conductos (o conductillos) eferentes: son entre 8 y 25, agrupados en
pequefios lobulos, estan encargados de conectar la rete testis con el
conducto epididimario; los conductos eferentes y las porciones iniciales del
conducto epididimario constituyen la cabeza del epididimo.

Fuera del testiculo, se encuentra:
- El epididimo: érgano sexual accesorio y dinamico dependiente de androgenos
testiculares, en el cual hay varios conductos eferentes y un largo y enrollado

conducto epididimario. A su observacibn macroscopica observamos una
cabeza, un cuerpo y una cola. Los espermatozoides son madurados y
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transportados a lo largo del epididimo, y se almacenan en la cola epididimaria
a la espera de ser eyaculados.

- Conducto deferente: continuacion del conducto epididimario, es la via por la
cual son eyaculados los espermatozoides.

CABEZA EPIDIDIMARIA

CONDUCTO EFERENTE
= RETE TESTIS

CONDUCTO EPIDIDIMARIO
CONDUCTO EPIDIDIMARIO

TESTICULO

CUERPOEPIDIDIMARIA
. RETETESTIS

" TUBULO SEMINIFERO

CONDUCTO DEFERENTE

Fig. 3. Esquema del testiculo ovino y 6rganos vecinos. Se observa el mediastino
testicular a lo largo del eje mayor del testiculo y los tubulos seminiferos agrupados
en lobulillos.
Fuente:http://www.ansci.wisc.edu/jjpl/ansci_repro/lec/handouts/hd2.html

El testiculo es una glandula mixta (endécrina y exdcrina) que produce hormonas, la
testosterona y la inhibina entre otras y que se considera exdcrina por su produccion
de espermatozoides, que son transportados fuera del testiculo en un fluido testicular
(Wrobel y Dellmann, 1993).

Las gonadas masculinas no tienen una funcion autonoma ya que dependen del eje
hipotalamo-hipdéfiso-testicular. El hipotadlamo se encarga de segregar la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), provocando que la adenohipdfisislibere la
hormona foliculo estimulante (FSH), que actta sobre las células de Sertoli (células
de sostén). Estas células de Sertoli derivan de las células de soporte
indiferenciadas (células sustentaculares o células de Sertoli inmaduras) de las
gonadas en etapas anteriores a la pubertad (ver Tan y col., 2005). Las células de
Sertoli estan localizadas en los tubulos seminiferos, estimulan y controlan la
espermatogénesis. Por otra parte, los tubulos seminiferos solo existen a partir de la
pubertad, cuando las células de Sertoli maduran, se ramifican y comienzan a
segregar fluido testicular, lo que origina la luz de los tubulos seminiferos. Antes de
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eso, las células de Sertoli inmaduras tienen perfil cilindrico no ramificado, no
segregan fluido testicular, y estan alojadas en estructuras macizas, los cordones
testiculares o cordones sexuales. En este trabajo de tesis, dado que hemos
experimentado con fetos ovinos, se presentan resultados de la evaluacion de
testiculos inmaduros, que contienen cordones testiculares.

La hormona luteinizante (LH) actia sobre las células de Leydig (células
intersticiales). Las células intersticiales tienen dos generaciones, las células fetales y
las pubertales; ambas se desarrollan a partir de precursores mesenquimatosos,
ubicados en el intersticio testicular, estimulando la biosintesis de testosterona
(andrégenos testiculares).

La produccion de la testosterona es esencial para estimular el crecimiento y el
mantenimiento de las glandulas accesorias masculinas, controlar la
espermatogénesis junto con la FSH, brindar el comportamiento sexual masculino,
realizar una retroalimentacién negativa en la hipdfisis y el hipotalamo, y ademés
tiene efectos anabdlicos generales.

El didmetro de los tubulos seminiferos y de los cordones testiculares es un buen
indicador del desarrollo del compartimiento productor de espermatozoides, mientras
que la proporcion entre dicho compartimiento y el intersticio testicular indica el grado
de maduracion del testiculo durante su desarrollo: cuanto mayor la proporcion de
tubulo seminifero con respecto al intersticio, mas avanzadas la pubertad y la
pospubertad (Hochereau-de Reviers y col.,1987).

Programacién fetal por subnutricién

Las células de Sertoli sélo se reproducen normalmente durante la vida fetal y
postnatal, hasta poco antes de iniciarse la pubertad (Steinberger y col, 1971).A su
vez, el numero de células de Sertoli esta altamente correlacionado con el tamafio
testicular adulto y con la produccibn maxima de células germinales vy
espermatozoides en gran variedad de mamiferos (Sharpe, 1995). Estas dos
caracteristicas de las células de Sertoli las convierten en candidatas a ser afectadas
por programacion fetal, ya que cualquier efecto ambiental que disminuya la tasa de
proliferacion de las células de Sertoli que actle entre la vida fetal temprana y la
pubertad podria inducir un menor nimero de estas células en el individuo adulto, y
por lo tanto, con menor capacidad para producir espermatozoides.

La literatura es ambigua sobre los efectos de la subnutricibn materna y su impacto
sobre el desarrollo testicular. Algunos autores concluyeron que la subnutricién
durante la gestacion no afecté el nimero de células de Sertoli, ni el tamafio testicular
durante el periodo medio de la gestacién ovina; tampoco observaron efectos sobre
la produccion de semen en la etapa adulta de carneros (Rae y col., 2002b). Por otra
parte, Rae y col., (2002a) determinaron que hay una disminucién transitoria de la
sensibilidad hipofisiaria a la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) sin
diferencias en la sensibilidad de la hipoéfisis a la GnRH, ni diferencias sobre la
calidad del semen, pulsos de LH o el perimetro escrotal. Por lo que estos autores
concluyeron que una subnutricibn en ovejas gestantes no tendria efectos
reproductivos permanentes en la cria macho. Sin embargo, Bielli y col (2002) al
comparar ovejas gestantes estabuladas sometidas a 110 y 70% de los
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requerimientos de energia metabolizable, observaron que mientras el peso testicular
de sus corderos no fue afectado, las crias de madres restringidas experimentaron
una disminucion del volumen de cordones testiculares y del numero de células de
Sertoli, lo que podria inducir una menor capacidad de produccion de
espermatozoides una vez que estos animales lleguen a la vida adulta.
Posteriormente, Kotsampasi y col. (2009) confirmaron este efecto encontrando
menor numero de células de Sertoli en carneros adultos jovenes, en condiciones de
estabulacion Genovese y col. (2010) realizaron un estudio en ratas machos adultos
jovenes (100 dias de nacidos) hijos de madres subnutridas durante el periodo de
gestacion y lactacion, y también observaron una disminucién del nimero de células
de Sertoli, llegando a la conclusion que estos machos producirian menor cantidad de
espermatozoides.

La carencia energética en la dieta no es el Unico factor estudiado: Ramos y col.
(2006) y Toledo y col. (2011), encontraron que cuando se somete ratas hembras
lactantes a una dieta baja en proteinas entre el parto y el destete, esto determina
cambios estructurales en el desarrollo testicular cuando las crias alcancen la
adultez. Por su parte, Muzi-Filho y col. (2015) observaron que ratas macho
sometidas a una dieta hipoproteica durante la etapa de gestacion presentaron una
disminucién de la fertiidad y fecundidad cuando llegaron a su edad adulta
comparadas con los grupos controles.

El efecto que la subnutricibn de hembras gestantes produce en el aparato
reproductor de sus crias va a depender del momento de la prefiez en que se
produzca la injuria (Raey col., 2002b; Raey col., 2002).Esto puede deberse a que
segun se va desarrollando el aparato reproductor hay periodos criticos que se inician
entre los dias 23 a 35 en el feto ovino, cuando comienza la diferenciacion testicular
seguida por la activacion de las enzimas de la esteroidogénesis. En el segundo mes
de gestacién, las células primordiales migran hacia la cresta genital y el testiculo
fetal comienza a secretar testosterona. Aproximadamente a los 35 dias aparecen las
primeras células de Sertoli, mientras que las de Leydig comienzan a observarse una
semana después. Posteriormente se desarrollan las glandulas vesiculares y
alrededor del dia 45-50 comienza la diferenciacién del pene. Paralelamente, la
porcion del conducto mesonéfrico mas cercana al testiculo aumenta rapidamente de
longitud, se enrolla progresivamente y se diferencia al epididimo fetal (Davies y
Davies, 1950).

Las neuronas hipotalamicas secretoras de la hormona GnRH se desarrollan entre el
primer y tercer mes de gestacion. Al momento de nacer el sistema reproductivo esta
casi completo. Las células de Sertoli contintan dividiéndose durante toda la etapa
fetal hasta los 40-80 dias de la vida posnatal, cuando su poblacién alcanza el
maximo y cesan definitivamente su proliferacion. Este aspecto termina siendo de
gran importancia, ya que cada célula de Sertoli tiene una capacidad limitada para
apoyar metabolicamente a las células germinales vecinas (Russell, 1993) por lo
tanto el tamafo de la poblacion de células de Sertoli determina el potencial maximo
de produccion diaria de espermatozoides de un animal.

Cuando comparamos dos ofertas de forraje de campo natural (5-8 % vs 10-12%)
desde 23 dias antes de la concepcién hasta 23 dias antes del parto y luego un
periodo en que a ambos grupos se les aportd un mejor plano nutricional, los datos
preliminares del experimento descrito en esta tesis indicaron una reduccion del peso
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testicular de los corderos nacidos de las madres pastoreando baja oferta (Pérez-
Clariget et al., 2016). La diferencia en la oferta de forraje también determiné una
diferencia del peso al nacer del 11% a favor de los corderos de alta oferta y se
observé una menor priorizacién del aparato reproductor y del sistema muscular en
los corderos nacidos de las madres pastoreando baja oferta de forraje (Abudy col.,
2014).En particular, los genitales externos (evaluados como longitud del pene, y
ancho y longitud del escroto) resultaron marcadamente menores en los fetos y
corderos hijos de madres de baja oferta nutricional (Bielliy col., 2013). Las
diferencias en los resultados de los distintos trabajos pueden, en parte, ser
explicadas por los diferentes regimenes nutricionales y las condiciones en que los
trabajos se llevan a cabo. Los animales sometidos a pastoreo gastan energia en
caminar, pastorear, tomar agua, pero ademas, en los meses de invierno, las bajas
temperaturas provocan pérdidas de energia para mantener la temperatura corporal.
Por lo tanto, los tratamientos restrictivos parecen amplificarse en estas condiciones.
Las células de Sertoli son fuertes candidatos para sufrir efectos de programacion
fetal porque su periodo de proliferacion mitética comienza en la etapa fetal y cesa
definitivamente en las primeras semanas de vida, influyendo en el tamafio testicular
y cumpliendo una funcion fundamental en la espermatogénesis.

Consecuencias intrauterinas y extrauterinas al restringir el plano nutricional

La restriccion de crecimiento intrauterino causada por la desnutricion materna se ha
asociado en humanos con diabetes tipo 2 y resistencia a la insulina (Vuguin, 2004) y
(Green, 2010), alta presion en sangre, (McMillen, 2001) obesidad, (Bol, 2009),
sindrome metabdlico, (Wang, 2012) y osteoporosis (Cooper y col., 1995; Cooper y
col., 1997; Hernandez y col., 2003).

La restriccibn al crecimiento intrauterino causada por la desnutricibn materna
también afecta al feto ovino en su crecimiento timico y desarrollo estructural
(proporcion longitud corporal y longitud de miembros locomotores (Osgerby, 2002).
La desnutricién postnatal temprana puede dafiar al sistema inmune e incluso llevar a
cambios patoldgicos irreversibles, (Eleftherlades, 2006) que estan relacionados con
un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad perinatal (Osgerby, 2002).

Debido a los antecedentes anteriormente nombrados nos planteamos desafiar dos
ofertas de forraje de CN que determinaran planos nutricionales diferentes durante la
primera mitad de la gestacion en ovejas y evaluar la influencia en el crecimiento y
desarrollo testicular de fetos machos unicos de 70 dias.
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HIPOTESIS GENERAL

La oferta de forraje de campo natural durante la gestacion en ovejas afecta el
desarrollo testicular de las crias.

OBJETIVOS GENERALES

Determinar si la baja oferta de forraje de campo natural en ovejas gestantes afecta el
desarrollo del testiculo de las crias.

HIPOTESIS PARTICULAR

Una baja oferta de forraje de campo natural en ovejas gestantes produce cambios
histomorfoldgicos en los testiculos de fetos Unicos de 70 dias.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si una baja oferta de forraje de campo natural en ovejas gestantes
induce diferencias en:

Peso del utero, del feto, de la carcasa fetal.

Peso del testiculo.

Diametro, volumen porcentual, volumen absoluto y longitud de los
cordones testiculares y del intersticio testicular.

El nimero de las poblaciones de células de Sertoli y gonocitos (niumero
por corte y nimero total).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion, animales, disefio experimental y tratamientos

El trabajo de campo se realiz6 desde marzo a junio del 2013 en la Estacion
Experimental Bernardo Rosengurtt, Facultad de Agronomia, Cerro Largo (31°5" LS,
54°15° LW). El protocolo experimental fue aprobado por la Comision de
Experimentaciéon Animal (CEUA) de la Facultad de Agronomia, Udelar (Res. 477 del
CF del 29/04/2013). Al inicio del experimento, 355 ovejas Corriedale, multiparas
cuyo peso y condicion corporal (CC, escala de 1 = emaciada a 5 = obesa; Jefferies,
1961) eran: 48,9+0,3 kg y 2,74+0,02 fueron utilizadas en un disefio de bloques
completos al azar. En marzo (estacion reproductiva), 23 dias antes de la
inseminacion artificial (I1A) fueron asignadas al azar, teniendo en cuenta su peso y
CC, a uno de los siguientes planos nutricionales: Grupo alta oferta de forraje (AOF,
n=178). estas ovejas pastorearon sobre campo natural a 10 kg de materia seca
(MS)/ 100 kg de peso/dia y Grupo baja oferta (BOF; n=157): 5 kg MS/100 kg de
peso/dia. Para aplicar los tratamientos, se utilizaron en total 32 ha de campo natural
pertenecientes a la unidad Fraile Muerto, divididas en 6 parcelas separadas por
alambrado eléctrico teniendo en cuenta la topografia, de tal manera que se conto
con 3 parcelas por tratamiento. El disefio experimental fue de bloque al azar con tres
repeticiones. El pastoreo fue continuo y los animales tenian libre acceso al agua.

La metodologia de ajuste de la oferta de forraje se describe en Abud (2015).
Brevemente, la disponibilidad (MS/ha) fue estimada utilizando el método de doble
muestreo (Haydock y Shaw, 1975), utilizando una escala de 5 puntos estimada por
apreciacion visual, segun la heterogeneidad de la pastura. La altura de la pastura se
determind mediante tres mediciones dentro del rectangulo (50 x 20 cm) en forma
diagonal antes de realizar el corte en cada punto de la escala. Se estimé la altura
promedio y la escala promedio de las parcelas (80-100 mediciones). Las muestras
se pesaron en fresco y luego de 48 h en estufa a 60°C hasta lograr peso constante.
Con la informacion de la cantidad de MS se estimdé la disponibilidad de forraje por
ha. Para el ajuste de forraje se utilizaron animales volantes pertenecientes a la
misma majada y de similar peso y condicién fisiolégica que las ovejas
experimentales. Se analiz6 la composicidbn quimica en muestras de pasturas de
cada parcela y se estimé el balance energético y proteico de los animales. En el
Cuadro 1 se presenta la disponibilidad y altura del forraje y los requerimientos
energeéticos y proteicos cubiertos por las dos ofertas de forraje.
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Cuadro 1. Disponibilidad y altura del campo natural, y requerimientos energéticos y
proteicos cubiertos con la oferta de forraje de los tratamientos aplicados.

Requenmientos
Disponibilidad
Tratamiento Mes (km MS/ha) | Altura(cm) Energéticos Proteicos
AOF Marzo 1599,2+353 | 10,0x10 136% 108%
Mayo 1752,8+268,5| 155%1,5 126% 99%
BOF Marzo 1599,2+353 | 10,0x10 106% 102%
Mayo 1232,7¢595 | 11,6201 83% 70%

Adaptado de Abud (2015)

El celo se sincroniz6 con dos dosis de un analogo de prostaglandina F2a (10 mg,
Dinoprosttromethamine, Lutalyse, Pfizer, Kalamazoo, MI, USA), separadas por 10
dias. Las ovejas fueron inseminadas por via cervical utilizando semen fresco de tres
carneros distribuidos homogéneamente entre los tratamientos y bloques. El
diagndstico de gestacion y la carga fetal se determinaron por ecografia a los 30 dias,
utilizando ultrasonografia transrectal (AlokaProSound 2, Aloka Co., Ltd., Tokio
Japén, y sonda de 7,5 Mhz). Las ovejas que no quedaron prefiadas fueron
eliminadas del experimento. A los 60 dias se reconfirmé la gestacion y carga fetal y
se realizo el diagndstico del sexo fetal. A los 70 dias de gestacion (rango: 69-71
dias), 18 ovejas (9 por tratamiento y 3 por parcela) gestantes de fetos machos
anicos, fueron sacrificadas por faena humanitaria (insensibilizacion previa al
desangrado y consumo posterior) y se extrajo el Gtero gravido.

Registros, muestreos y andalisis

Se registro el peso y la CC de las madres cada 30 dias y antes del sacrificio, asi
como el peso del utero gravido, del feto y de la carcasa fetal.

El peso del testiculo izquierdo fue registrado previo a ser fijado en solucion de Bouin.
También se registro el peso del testiculo derecho, y se estimé el peso testicular total.

Las muestras de parénquima testicular fetal fueron procesadas histolégicamente
(deshidratacion en etanol, inclusion en parafina, microtomia a 5um de espesor,
coloracién con hematoxilina-eosina).
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Se determind el diametro de los cordones testiculares en 30 secciones
transversales/testiculo. También se determiné el volumen porcentual ocupado por
cordones testiculares y por intersticio testicular aplicando una grilla de 120 puntos
sobre cada una de 30 imagenes de parénquima testicular/testiculo. Se conto el
namero de nucleos correspondientes a células sustentaculares (células de Sertoli
inmaduras)/seccion de cordon testicular (30 secciones/testiculo). Dicho niumero se
utilizé para estimar el numero total de células de Sertoli/testiculo, segun la formula
(Marshall y Plant, 1996):

» Nro. células de Sertoli = Ns (L/espesor de la seccion histologica)
= L =Vs/(m[D/2]?)
= Vs = (%VCT x peso testicular)

Donde:

= Ns = numero de células de Sertoli/seccién de corddn testicular
» L =longitud del corddn testicular
= Vs =volumen absoluto de los cordones testiculares

* %VCT = volumen porcentual de los cordones testiculares

Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados bajo un modelo de blogues completamente al azar
utilizando el paquete estadistico SAS (SAS 9.0V; SAS Institute, Cary, NC, USA). El
peso y la CC de las madres se analizaron como medidas repetidas utilizando
modelos mixtos (procedimiento MIXED) con la edad de la gestacion como factor de
repeticion. EI modelo incluy6 el efecto de la oferta de forraje, la edad de la gestaciéon
y la interaccién entre ambos como efectos fijos, y el bloque como efecto aleatorio.
Los valores de peso y CC previos a los tratamientos fueron utilizados como
covariables en los respectivos modelos. La separacién de medias se realizé por el
test de Tukey. Los datos obtenidos en los fetos fueron analizados utilizando modelos
mixtos (procedimiento MIXED). Los modelos incluyeron el efecto de la oferta de
forraje como efecto fijo, y el bloque y el carnero como efectos aleatorios. La
interaccion tratamiento y bloque fue incluida en cada modelo como efecto aleatorio
pero fue eliminada cuando el pardmetro de la covarianza estimada fue cero o
cercano a cero. Cuando el efecto del tratamiento fue significativo (p < 0,05) o se
encontré una tendencia (0.05 < p < 0.10) se re analizaron los datos utilizando el peso
testicular izquierdo y el peso fetal como covariables para estimar si las diferencias
encontradas eran independientes del peso testicular o fetal. Se estudiaron las
correlaciones de Pearson entre las variables estudiadas. Los datos se expresan
como medias ajustadas + eem.
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RESULTADOS

Peso y condicion corporal de las madres

Los datos estan reportados en Abud (2015). Brevemente, las ovejas del grupo AOF
fueron mas pesadas al final del tratamiento (AOF: 47,2 + 0,41 kg vs. BOF: 44,7 +
0,41 kg; P=0,0024) y tuvieron mayor CC (AOF: 2,69 = 0,01 vs. BOF: 2,50 £+ 0,01; P <
0,0001) que las del grupo BOF. Ambas variables fueron afectadas por los dias de
gestacion (P < 0,0001) y la interaccion entre tratamiento y dias de gestacion (P
<0,0098). Ambos grupos aumentaron de peso antes de la IA (P<0,05), pero las de
AOF llegaron con un peso mayor (P<0,05) que las de BOF. Al momento del sacrificio
(70 dias de gestacion), las ovejas de AOF estaban manteniendo pesoy CC (p > 0,1)
mientras que las de BOF estaban en balance energético negativo que se reflejé en
pérdida de peso y CC (P <0,05, Figura 4). Por lo que, al momento del sacrificio las
ovejas de AOF eran mas pesadas y tenian una CC mayor que las de BOF (AOF:
48, 8 + 1,0 kg y 3,0 £ 0,06 unidades vs. BOF: 45,3 £ 0,9 kg y 2,54 = 0,05 unidades,
PV y CC, respectivamente).

51
50
49
48
47
46
45
it

Peso corporal (kg

3.9 b ok ok
3,1

2,9
2,8
2:7
2,6
2:5
2.4

Condicion corporal (unidades)

-23 0 24 58 70

Dias de gestacidén

Figura 4. Peso (a) y condicion corporal (b) de ovejas a las que se les ofrecié 10 kg
de materia seca (MS)/100 kg de peso/dia (m) 0 5 kg MS/100 kg de peso/dia (o) de
campo natural y sacrificadas a los 70 dias de gestacion. El dia O corresponde al dia
de la concepcién. Los asteriscos indican diferencias entre grupos dentro del mismo
dia de gestacion (P<0,01).

Tomado de Abud (2015)
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Variables registradas en los fetos

El Cuadro 2 presenta las medias y los valores de P para el efecto de tratamiento. El
didmetro de los cordones testiculares tendié (p = 0,08) a ser afectado por el
tratamiento por lo que se realizaron analisis de covariables. No se encontré efecto
de tratamiento cuando el peso del testiculo izquierdo fue utilizado como covariable (p
= 0,13), pero la tendencia (p = 0,06) persistiéo cuando el peso fetal fue utilizado como
covariable. El nimero de gonocitos por corte también tendié (p = 0,07) a ser
afectado por el tratamiento y esta tendencia (p = 0,1) persisti6 cuando el peso
testicular izquierdo fue incluido en el modelo como covariable.

Cuadro 2. Efecto del tratamiento sobre las variables estudiadas

VARIABLES

AOF

BOF

Valor de p

Peso fetal (gr)

1520,5+ 3,6

1437,0 + 3,0

0,11

Peso carcasa

(gn)

799,83 + 32,12

769,00 =+ 31,23

0,22

Peso Testiculo
Izquierdo (gr)

0,0223+ 0,0014

+

0,0206 + 0,0014

0,42

Peso testicular
total (gr)

0,0434 + 0,0023

+

0,0410 + 0,0023

0,4

Diametro cordoén
(Lm)

30,66 + 0,56

29,18+ 5,63

0,08

Volumen
porcentual
cordones
testiculares(%)

0,01173 + 0,00017

0,01102 + 0,00017

0,49

Volumen
absoluto
cordones
testiculares (mL
X 109)

0,01173+ 0,00168

0,01102 +0,00017

0,18

Longitud de
cordones(um X
10°9)

7,098 + 0,454

0.006568 + 0.454

0,42

Volumen
porcentual
intersticio (%)

47,16 £ 0,91

46,79 £ 0,91

0,78

NUmero de
células de Sertoli
por corte

10,49 £ 0.3013

10,42+0,30

0,88

NUimero total de
células de Sertoli
(x10°)

3,925+ 0,029

4,278 +0,029

0,46

Gonocito por
corte

3,132 +0,143

2,737 +0,143

0,07

NUimero total de
gonocitos

7,119 +1,093

6,751 1,093

0,82
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Cuadro 3. Correlaciones significativas entre las variables estudiadas

PESO PTI GC SC DC V%C V %I VAC LTS
FETAL
PC 0,967
p<.0001
SC 0,59
p=0,008
DC 0.71 0.70
p=0.0008 | p=0.001
V%l -0.49 -1,0
p=0.05 p=<.0001
VAC 0.91 0.42 0.51 0.68 0.52 -0.52
p=<.0001 p=0.08 p=0.028 p=0.001 | p=0.03 p=0.03
LTS 1 0.49 -0.49 0.91
p=<.0001 p=0.05 p=0.05 | p=<.0001
NTS 0.95 0.58 0.53 -0.53 0.95 0.95
p=<.0001 p=0.01 p=0.03 p=0.03 | p=<.0001 | p=<.0001

Se considera correlacion significativa si la P< 0.05.

= PC: peso de la carcasa

= PTI: peso testiculo izquierdo

= GC: gonocito por corte

= SC: numero de células de Sertoli por corte

» DC: didmetro de los cordones testiculares.

* V%C: volumen porcentual de los cordones.

* V%I: volumen porcentual del intersticio.

= VAC: volumen absoluto de cordones testiculares.
» LTS: longitud de los cordones testiculares.

= NTS: nUmero total de células de Sertoli.

Como era de esperar, el peso de la carcasa presentd una alta y positiva correlacion
con el peso fetal. Por otra parte, el peso testicular izquierdo se correlacion6
negativamente con el volumen porcentual del intersticio y presentd una alta
correlacion positiva con el volumen absoluto, la longitud de los cordones testiculares
y el numero total de células de Sertoli. ElI diametro de los cordones presentd una
correlacion positiva con el nimero de células de Sertoli y de gonocitos por corte
transversal de cordon testicular. El nUmero de células de Sertoli por corte de cordon
testicular se correlacion6 positivamente con el nimero de gonocitos por corte.

Ademas, el numero de células de Sertoli por corte de cordon testicular tendi6 a
correlacionarse positivamente con el diametro de los cordones testiculares, con el
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volumen absoluto de cordones testiculares y con el numero total de células de
Sertoli.

DISCUSION

Esta tesis de grado ha generado informacién original sobre los efectos de la
subnutricion en condiciones extensivas durante la primera mitad de la gestacion en
fetos ovinos.

En cuanto al tratamiento aplicado, las ofertas de forraje ofrecidas a las ovejas
determinaron que los requerimientos tanto proteicos como energéticos fueran
cubiertos en el grupo de AOF durante todo el periodo estudiado. Mientras que las
ovejas de BOF sufrieron una restriccion del 20% y 30% de sus requerimientos
energéticos y proteicos, respectivamente. Los tratamientos determinaron balances
nutricionales diferentes que se reflejaron en el mantenimiento del peso y la CC en
las ovejas de AOF y en una pérdida del 6% del peso y 5% de CC con respecto a los
valores observados al momento de la concepcién en las ovejas de BOF. A pesar de
estas diferencias, no se observaron efectos importantes o generalizados del
tratamiento aplicado sobre el desarrollo embrionario-fetal, al menos en las variables
estudiadas.

Resulta interesante que el tratamiento no afectara ni el peso fetal ni el de la carcasa.
Es de recordar que el periodo de estudio corresponde casi exactamente a la primera
mitad de la gestacion. Durante dicha etapa transcurre el desarrollo embrionario asi
como la primera parte del desarrollo fetal. En términos generales, las demandas
nutricionales de un embrion son pequefas (debido a su escaso tamafio), y resultan
despreciables con respecto a las demandas nutricionales de la oveja en esta primera
mitad de la prefiez (Koong y col.,, 1975). Nosotros asumimos que las reservas
corporales de la madre pudieron compensar el balance negativo de nutrientes y por
lo tanto la madre pudo amortiguar el efecto sobre el embrién-feto de la restriccion
nutricional que estaba sufriendo.

El efecto de la restriccion nutricional sobre el peso corporal fetal depende de la
magnitud de la restriccion. Se ha reportado que restricciones del 60 a 70% de los
requerimientos en ovejas gestantes no influyen sobre el peso fetal ni a los 45
(Osgerby y col., 2002), 78 (Clarke y col., 1998) o 90 dias de gestacion (Osgerby y
col., 2002). Sin embargo, restricciones mayores (50% de los reguerimientos)
disminuyen el peso del feto a los 78 dias (Vonnahme y col., 2003; Zhu y col., 2004).
Si bien, en los sistemas pastoriles como en el que se llevé a cabo esta tesis, las
ovejas gastan energia en caminar para alimentarse, beber agua y los requerimientos
para mantener la temperatura corporal son mayores, la restriccién nutricional
aplicada parece haber sido moderada, lo que explicaria que el peso fetal no fuera
afectado.

La restriccion a la que se sometié a las ovejas en esta tesis tampoco afectd el peso
testicular fetal. El efecto de la restriccion nutricional materna sobre el peso testicular
parece estar influido por el periodo en que ésta se produce, mas que por la magnitud
de la restriccion. Restricciones del 70% (Osgerby y col, 2002) y aun del 50% (Rae y
col, 2002) no afectan el peso testicular en fetos de 45 a 90 dias. Sin embargo, dicha
restriccion (50%) disminuye el peso testicular en fetos de 110 dias. El peso testicular
estd altamente correlacionado con el peso corporal (Courot, 1971). Incluso Bielli y
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col. (2002) encontraron correlacién positiva entre el peso corporal y testicular en
neonatos, donde se encontrd efectos de la subnutricién aplicada durante toda la
gestacion y los dos primeros dias post parto. Sin embargo, en el presente trabajo no
se encontré una correlacion entre el peso fetal y el testicular. Es posible que en esta
etapa de la organogénesis fetal esta correlacion no esté presente posiblemente
porque el desarrollo testicular si bien ha comenzado, a los 70 dias no esté en la fase
de mayor crecimiento. Ademas, no podemos descartar que el muy bajo peso de los
testiculos haya agregado un factor de error al pesarlos.

El peso corporal de la madre se correlaciond con el peso de la carcasa del feto, lo
cual es algo esperable biolégicamente, por lo que resulta esperable que madres mas
pesadas tengan fetos mas pesados (Gardner y col., 2007).

Si bien no se observaron efectos sobre el peso testicular, la restriccion nutricional a
la que se sometieron las ovejas de BOF tuvo un leve efecto sobre el tejido productor
de espermatozoides. En efecto, el diametro de los cordones testiculares mostré una
tendencia a ser afectado por el tratamiento y esta tendencia persistio cuando el peso
fetal fue utilizado como covariable. El parénquima testicular parece ser sensible en
etapas tempranas a restricciones nutricionales moderadas. Un menor didmetro de
los cordones testiculares implica tener menor cantidad de células y por lo tanto esto
estaria condicionando la potencialidad en la produccion futura de espermatozoides,
siempre y cuando se mantenga esta tendencia en etapas posteriores de la vida. Por
otra parte, el efecto de la restriccion nutricional no parece haber operado a través del
peso fetal.

Si bien Bielli y col. (2002) encontraron que la subnutricion entre los 70 dias de
gestacion y el parto provocé menor volumen de los cordones testiculares en
corderos neonatos, en nuestras condiciones y en la edad fetal mas temprana en la
que se tomaron nuestras muestras (70 dias, precisamente cuando comenzaba el
tratamiento de Bielli y col, 2002), no fue posible observarlo. Esto podria ser atribuido
a que solo se trabajé con fetos de primera mitad de gestacion. Es posible que los
resultados de Bielli y col (2002) se deban al efecto del tratamiento durante la
segunda mitad dela gestacion. Se explica asi que en el resto de las variables en
estudio (volumen porcentual y absoluto de los cordones testiculares, longitud de
dichos cordones y volumen porcentual del intersticio testicular), con las condiciones
de nuestro tratamiento, no se observen diferencias.

Es interesante tener presente que el numero de células de Sertoli no fue afectado
por el tratamiento nutricional. Sin embargo, el nimero de gonocitos por corte tendié
a ser menor en los fetos de madres restringidas y esa tendencia persistié cuando el
peso testicular se utilizé como covariable. Es decir, el efecto del tratamiento sobre
los gonocitos parece amplificarse. Es posible, que exista una priorizacién dentro del
propio tejido hacia determinadas lineas celulares. Considerando que las células
descendientes de los gonocitos(es decir, las células de la linea germinal) retienen su
capacidad de mitosis a lo largo de la vida adulta (Wrobel y Dellmann, 1993),
mientras que las células de Sertoli la pierden en etapas tempranas poshatales
(Hochereau-de Reviers y col.,, 1987), es posible que frente a una restriccion
nutricional, el testiculo priorice la linea mas sensible, es decir, la célula de Sertoli.
Recordemos que las células de Sertoli dan soporte a la espermatogénesis y su
namero esta altamente correlacionado con el tamafio testicular adulto (Sharpe y col
1995). Nosotros creemos que el tratamiento no afectd el numero de estas células
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porque el testiculo recién empezaba su desarrollo y puntualmente estas células
estaban empezando a multiplicarse. Es probable que un feto no jerarquice sus
testiculos frente a sus sistemas cardiovascular o nervioso. Ya esta demostrado que
el tratamiento de subnutricion durante toda la gestacion afecta la estructura
testicular, disminuyendo el numero total de células de Sertoli por testiculo en
neonatos (Bielli y col. 2002) e incluso este efecto se mantiene hasta en etapas
adultas (Kotsampasi y col. 2009). En otros modelos animales, como las ratas,
también se encontraron datos consistentes con este efecto tanto en neonatos como
en adultos (Genovese y col. 2010y 2011).

En cuanto a los gonocitos, hay que tener en cuenta que el testiculo esta en etapas
tempranas de su desarrollo, esto quiere decir que aun falta tiempo para que los
gonocitos estén priorizados en el testiculo. Seria bueno establecer si la tasa de
multiplicacion de estas y otras células se encuentra alterada adn cuando el nimero
absoluto no sea diferente entre tratamientos. Tal vez en esta etapa de la vida esté
alterada la tasa de mitosis sin observarse cambios en los nimeros absolutos.

El nimero de células de Sertoli se correlaciond con el nimero de gonocitos por
corte. Esto resulta esperable debido a que las células de Sertoli son las que marcan
el desarrollo de los gonocitos. Recordemos que segun Hochereau-de Reviers y col.
(1987), cada célula de Sertoli tiene un techo maximo de células germinales
(gonocitos) a las que puede apoyar metabdlicamente.

Por otra parte, es esperable que el didmetro de los cordones testiculares esté
correlacionado con el numero de células de Sertoli y de gonocitos por corte, debido
a que los componentes que hay dentro del cordon son estas células, por lo tanto a
mayor cantidad de células dentro del cordon debe de existir mayor didmetro
(Hochereau-de Reviers y col. 1987).

En cuanto a los volumenes porcentual y absoluto de los cordones testiculares, asi
como al volumen porcentual de intersticio y a la longitud de los cordones
testiculares, estan correlacionados con el peso testicular total y peso testicular
izquierdo, es decir que la composicion anatémica del testiculo es homogénea,
cuando crece o se desarrolla el testiculo también lo hacen las estructuras que lo
componen de forma proporcional (Courot, 1971).

CONCLUSIONES

1) La subnutricion de la oveja gestante a partir de tres semanas antes de la
concepcion y durante los primeros 70 dias de gestacion determina efectos
relativamente moderados sobre el desarrollo del testiculo fetal.

2) A pesar de lo antedicho las tendencias encontradas en el diametro de los
cordones testiculares y el numero de gonocitos por corte transversal de cordon
testicular no permiten descartar que ya exista un débil efecto del tratamiento sobre el
desarrollo testicular del feto.

En suma, los resultados encontrados en esta tesis indican que los primeros 70 dias
de gestacién ovina son un periodo en que el crecimiento (medido por el peso) fetal
corporal y testicular es relativamente poco sensible a la subnutricion.
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