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RESUMEN

La biopsia es un procedimiento ampliamente usado alrededor del mundo en analisis
medicos y de fertilidad de diversos animales. En bovinos, la biopsia testicular es utilizada
con frecuencia en analisis de la funcion del dérgano para especimenes de interés
reproductivo y comercial. Existe una controversia en la actualidad en torno a la posible
afectacion de la eficiencia de la espermatogeénesis por el procedimiento de la biopsia en
animales, por lo cual, el presente estudio busca determinar si efectivamente existe o no
dicho dafio en la zona de biopsia y en zonas distantes en el parénguima testicular. Para
esto, se llevo a cabo una simulacion de biopsia por aspiracion con aguja en 4 especimenes
cuya eficiencia de la espermatogénesis fue analizada. 61 dias posterior a la simulacion,
se obtuvieron muestras de 4 zonas anatomicas del testiculo, incluyendo a la zona de
biopsia, y, mediante técnicas de histologia y estereologia se determind la eficiencia de la
espermatogénesis en 4 bovinos adultos. Una vez obtenidos los resultados, se utilizo el
software estadistico SPSS para determinar si existe una variacion significativa en la
eficiencia del testiculo biopsiado en comparacion con un testiculo control o entre la zona
de biopsia con las otras 3 zonas testiculares analizadas en el estudio. Se determin6 que no
existe una variacion significativa en la eficiencia de la espermatogénesis para ningdn
parametro, por lo cual, se afirma que la biopsia es un procedimiento seguro que se puede

continuar realizando con normalidad en estudios médicos y de fertilidad en bovinos.

Palabras clave: Biopsia, Espermatogénesis, Tubulo Seminifero, Espermatidas

Redondas, Estereologia.



ABSTRACT

A Biopsy is a procedure regularly used worldwide in medical and fertility analysis of
various animals. In cattle specifically, testicular biopsies are frequently used for the
analysis of organ function for specimens of reproductive and commercial interest. There
is currently a controversy regarding the possible affectation of biopsies on the efficiency
of spermatogenesis in these animals. Therefore, the present study seeks to determine
whether such damage exists in the biopsy area and other regions of the testicular
parenchyma. For this study, biopsy simulation by needle aspiration was conducted on 4
specimens whose efficiency will be analyzed. 61 days after the simulation, samples were
obtained from 4 separate areas of the testicles, including the biopsy area. Using
histological and stereological techniques, the efficiency of spermatogenesis was
determined for the 4 selected specimens. Once the results were obtained, we used the
SPSS statistical software to determine if there was a significant variation in the efficiency
of the biopsied testicle compared to a control testicle or between the biopsied area and
the other 3 testicular areas analyzed in the study. It was determined that there is no
significant variation in the efficiency of spermatogenesis for any parameter; therefore, it
is stated that the biopsy is a safe procedure that can continue to be performed normally in

bovine medical and fertility studies.

Key words: Biopsy, Spermatogenesis, Seminiferous Tubule, Round Spermatids,

Stereology.
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INTRODUCCION

La biopsia es un procedimiento ampliamente usado en la actualidad, mismo que hace
referencia a la extraccion de un pequefio segmento de tejido, fluidos o un grupo de células
a partir de un organismo para su posterior examen en laboratorio. Una biopsia pude
llevarse a cabo en la piel, 6rganos y otras estructuras corporales, lo cual implica la
existencia de diversos métodos de toma de muestras como la biopsia por puncién, por
aspiracion (con aguja), endoscépica, por escision, entre otras. Existen diversas razones
por las cuales se puede realizar este procedimiento, como son el diagnostico de
enfermedades o anomalias en organos o tejidos y el estudio de la biologia y estado de la
funcion de un organo. Las muestras obtenidas a partir de una biopsia por lo general se
analizan a través de la observacion en el microscopio, en ocasiones tras haber pasado por

un proceso de tincién previo (Cleveland Clinic, 2022).

Uno de los 6rganos en los cuales es comun realizar biopsias es el testiculo. Este 6rgano,
mismo que forma parte del sistema reproductor masculino de los animales, tiene dos
funciones principales: la produccion de espermatozoides y de andrdgenos. En el toro, al
igual que en el ser humano, los testiculos se localizan en la bolsa escrotal, fuera de la
cavidad corporal, esto con el objetivo de mantener al 6rgano a una temperatura menor a
la corporal para que los espermatozoides se puedan desarrollar con normalidad (Thomas,
2021). En bovinos es comun realizar biopsias testiculares con el objetivo de realizar un
diagndstico de enfermedades o anomalias en el 6rgano, asi como para realizar analisis de
salud reproductiva y medicién de la espermatogénesis en los animales (Crespilho et al.,

2019).

La espermatogénesis hace referencia al proceso estrictamente regulado de division y

diferenciacion celular que ocurre en los tabulos seminiferos del testiculo y que deriva en
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la produccion de espermatozoides o gametos masculinos. En los tabulos se pueden
encontrar varios tipos de células sométicas y germinales, encontrando en el segundo
grupo a espermatogonias, espermatocitos y espermatidas (Staub & Johnson, 2018). En
bovinos, la duracion de la espermatogénesis es de 61 dias, el equivalente a 4.5 veces la
duracion del ciclo del epitelio seminifero en estos animales. La eficiencia de la
espermatogénesis cominmente se mide a través del nimero de espermatozoides

producidos por dia por gramo de tejido testicular (Johnson, 1995).

En términos generales, una biopsia es considerada como un procedimiento seguro o de
bajo riesgo, con una minima probabilidad de infeccién y sangrado en el sitio de toma de
muestra si dicho muestreo se realiza siguiendo protocolos adecuados (Standford
Medicine, 2021). Aun considerando esto, existen varios reportes de afecciones a distancia
de la biopsia en el parénquima testicular bovino, es decir, se menciona que la biopsia
puede afectar el microambiente local y liberar sefiales que desregulen la espermatogénesis
en tabulos mas lejanos, afectando su eficiencia tanto en la zona de biopsia con en otras
regiones. La controversia generada en la actualidad en torno a la posible afectacion de
este procedimiento causa incertidumbre en las diferentes areas en las cuales el
procedimiento es cominmente usado, obligando a la busqueda de nuevas alternativas para

realizar analisis de este érgano.

Tomando esto en consideracion, el presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto
fisioldgico de un proceso de biopsia mediante el método de aspiracion con aguja en la
zona testicular biopsiada y a distancia en el parénquima del 6rgano, y a la par solventar
la controversia existente sobre la posible afectacion de este procedimiento a la eficiencia

de la espermatogénesis del animal.
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METODOS

Simulacion de biopsia y castracion

En primer lugar, se realizaron 4 biopsias simuladas en el testiculo izquierdo de 4 toros
de raza Holstein de 2 afios en promedio, cerca del borde epididimario; (ver anexo 1).
Previoa la puncidn se inyectaron aproximadamente 5 mL de lidocaina al 2% en la piel y
tejido subcutaneo del escroto. Durante este procedimiento se usé una aguja hipodérmica
de calibre 14 para la puncién de uno de los testiculos de cada individuo, mismos que

fueronseleccionados al azar, en la zona adyacente al borde epididimario.

Sesenta dias posterior a la biopsia se procedio a castrar a los 4 individuos. Para este
procedimiento se sedo6 en primer lugar a los 4 animales usando Xilacina, y se los coloco
en posicion de decubito lateral derecho para facilitar el proceso. Previo a la castracion se
inyectaron aproximadamente 15 mL de lidocaina al 2% en la piel y tejido subcutaneo del
escroto y alrededor del corddn testicular. Se limpio la zona y se realiz6 una incision en la
zona distal de la piel del escroto, se realizaron ligaduras quirurgicas alrededor de cada
cordon espermatico y se retiraron ambos testiculos y poder realizar las disecciones y toma
de muestras. EI material obtenido (muestras de tejido de aprox. 1 mL) se coloco en

solucion fijadora de Bouins y se almaceno en una solucion de etanol al 70% a 4 °C.

Evaluacién histologica

Ambos testiculos obtenidos a partir de cada uno de los 4 animales se lavaron con solucion
fisiologica. A posterior se ubicaron en cada testiculo 4 zonas o regiones de las cuales se
tomaron muestras: lugar de la biopsia (adyacente del borde epididimario), polo craneal,
polo caudal y borde libre. Una vez obtenido el material y fijado en solucién de Bouins
por 24 horas, se llevd a cabo la inclusion en parafina, para lo cual los tejidos pasaron por

un proceso de deshidratacién en etanol con concentraciones de 75%, 96% y 100%.
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Posterior a esto, se lavaron las muestras dos veces con xilol y se las incluy6 en parafina
con xilol en dos ocasiones, una en relacion volumétrica de 1:1 y la segunda 2:1. Después,

se coloco a las muestras en parafina pura a 55 °C para armar los bloques.

Una vez obtenidos los bloques para todas las muestras se realizaron cortes seriados de 5
pm de separacion con la ayuda de un micrétomo Leica, mismos que fueron colocados en
un portaobjetos y cubiertos con polilisina para permitir que estos se fijen adecuadamente.
Una vez fijadas, se prepararon las muestras para su tincién con Hematoxilina de Harris,
esto mediante 3 lavados con xilol y posteriormente con etanol con concentraciones desde
decrecientes de 100% a 70% para rehidratarlas. Una vez terminado esto, se realizé otro
lavado con agua destilada y se procedio a realizar la tincién por 30 segundos, colocando
a posterior a todas las placas en un recipiente con agua corriente en constante agitacion
para retirar el exceso de colorante y permitir la alcalinizacion del colorante y que este vire

a color azulado.

Para el montaje de las muestras estas se deshidrataron nuevamente con lavados en etanol
en concentraciones de 70% a 100%, posterior a esto tres lavados con xilol y finalmente
la adicion de un medio de montaje y la colocacion de un cubreobjetos. Es importante
recalcar que se colocaron entre 2 a 4 secciones seriadas de tejidos por placa para la
realizacion del contaje estereoldgico. Las placas se rotularon en base al nimero de
individuo (1, 2, 3 0 4), sitio de toma de muestra, el testiculo del animal (I o D), y la serie

(Ao B).

Visualizacion y toma de iméagenes

La toma de imagenes se realizé mediante un microscopio 6ptico acoplado a una camara
digital que permite la visualizacion y captura de los campos dpticos en la computadora y

la toma de imagenes. Primero se visualizaron las muestras de biopsia, seguidas por el
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borde libre, polo caudal y polo craneal. Para cada una de las placas, se obtuvo a las series
Ay By se procedio a buscar campos dpticos equivalentes a la misma region entre ambas
con la mayor cantidad de secciones transversales de tubulos de forma redonda en la
medida de lo posible (ver anexo 2). Al encontrar un campo Util en una de las series se
buscaba el mismo en la siguiente y a posterior se procedi6 a tomar las fotos que se

guardaron en el sistema y se subieron a un documento de One Drive.

Conteo celular

Con la ayuda de la aplicacion Photoshop, se ajusto la calidad y contraste de las imagenes
obtenidas, consiguiendo asi diferenciar con mayor facilidad entre espermatidas redondas
y espermatocitos en paquiteno. Luego se coloco al azar una serie de 15 cuadriculas de
400 um de perimetro en cada una de las imagenes y se contd solamente a las espermatidas
que cayeron dentro de cada cuadricula, exceptuando a los bordes izquierdo e inferior.
Para el conteo, se revisd que las espermatidas estén presentes en una de las series de cada
muestra y no en la siguiente (solo en A y no en B), siendo Unicamente estas las que se

reportaron, esto siguiendo el método del disector fisico (Gunderssen, 1988).

Calculos y estadistica

Una vez obtenidos los datos del conteo, se registro la informacion en una hoja de célculo
Excel para obtener los datos de eficiencia de la espermatogénesis en millones de células
por gramo de parénquima testicular. Los resultados se organizaron en base a 3
parametros principales: una comparacion entre individuos, entre testiculos, y entre
zonas, Yy se llevd a cabo el analisis en la variacion de la eficiencia mediante el uso del
software estadistico SPSS. Para la comparacion entre testiculos se utilizé una prueba t
para muestras independientes, y para la comparacién entre animales y zonas un ANOVA,

ambos con unintervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Comparacion en el promedio de la espermatogénesis entre testiculos

Como se observa en la figura 1, se evidencia una mayor eficiencia promedio en la
espermatogénesis del testiculo derecho de los animales, mismo que fue usado como
control al no haber pasado por el proceso de biopsia simulada. Las medias de eficiencia
obtenidas para cada testiculo, expresadas en millones de células por gramo de tejido son

19.51 y 13.30 para los testiculos derecho e izquierdo respectivamente.

Como se menciono previamente, al trabajar inicamente con dos variables se utilizd una
prueba t para muestras independientes con un intervalo de confianza del 95%, la cual
tiene como enfoque comparar las medias de eficiencia de espermatogénesis entre ambos
testiculos para los 4 animales. Como se observa en la tabla 1, se obtuvo un valor p de
0.118, el cual es un indicativo de que la variacion en los promedios de eficiencia entre

ambos testiculos no es significativa.

Comparaciéon en el promedio de la espermatogénesis entre los 4

individuos

En la figura 2 se observan promedios similares para los animales 1, 2 y 4, con valores de
eficiencia de 15.18, 14.37 y 13.58 respectivamente, y una eficiencia mayor para el animal

33, la cual tiene un valor de 22.38

Para comparar los promedios de eficiencia entre los 4 individuos se llevo a cabo un
ANOVA con un intervalo de confianza de 95%, esto ya que se trabaja con cuatro
variables. Como se observa en la tabla 2, se obtuvo un valor p de 0.404, el cual es un
indicativo de que la variacién evidenciada entre los promedios de eficiencia entre los 4

individuos no es significativa.
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Comparacién en el promedio de la espermatogénesis entre las 4 zonas

analizadas para el testiculo izquierdo

Como se observa en la figura 3, se evidencia una mayor eficiencia promedio en la
espermatogénesis de la zona de biopsia, con un valor promedio de 19.33 millones de
células por gramo de tejido. Las medias reportadas para el borde libre, polo caudal y polo

craneal son de 14.39, 6.10 y 5.56 respectivamente.

Para comparar los promedios de eficiencia entre las 4 zonas se llevé a cabo un ANOVA
con un intervalo de confianza de 95%, esto ya que se trabaja con cuatro variables. Como
se observa en la tabla 3, se obtuvo un valor p de 0.121, el cual es un indicativo de que la
variacion evidenciada entre los promedios de eficiencia entre las 4 zonas no es

significativa.
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DISCUSION

Tomando en cuenta la amplia y creciente tasa de uso de la biopsia testicular en bovinos
alrededor del mundo, es fundamental determinar si esta podria estar afectando a la
eficiencia de su espermatogeénesis. Considerando los resultados obtenidos en el presente
estudio, se afirma que un proceso de biopsia testicular no genera una afeccion a la
eficiencia de la espermatogénesis del animal, observando en las tablas 1, 2 y 3 que no
existe una variacion significativa en la eficiencia medio para ninguno de los 3 pardmetros

analizados en el estudio.

En primer lugar, la variacion entre animales se utilizo para determinar la fiabilidad de los
resultados y descartar cualquier anomalia en alguno de los toros que pueda afectar a los
resultados de estudio. Como se observa en la tabla 2, no existe una variacion significativa
en las medias de eficiencia de los animales, lo cual nos da confianza para analizar
directamente la afeccion del proceso de biopsia. EI comparar las medias de eficiencia
entre ambos testiculos nos permite determinar si la biopsia afecté de manera generalizada
en el testiculo a la eficiencia de la espermatogénesis. Al observa la tabla 1, vemos que no
hay una variacion significativa en las medias de eficiencia entre ambos testiculos, lo cual
demuestra que no existe una afeccion general del proceso de biopsia en ninguno de los

animales.

Finalmente se buscé analizar la afeccion directa del procedimiento en la zona de biopsia,
esto considerando que se han reportado distintos tipos de dafio testicular en la zona de
toma de muestra, entre los cuales se encuentran inflamacion local, necrosis del tejido,
cambios degenerativos y una menor tasa de espermatogénesis (Shufaro, Prus, Laufer, &

& Simon, 2022). Al igual gque esto, estudios en otros mamiferos describen afecciones a
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nivel inmunoldégico e inmunohistoquimico en la zona de biopsia e incluso una
devascularizacion permanente, sin embargo, esto se agrava al llevar a cabo multiples

biopsias (Jequier, 2011) (Schlegel & Su, 1997).

Si observamos la tabla 3, determinamos que no existe una disminucién significativa en la
eficiencia de la espermatogénesis en la zona de biopsia en comparacion con el polo
craneal, caudal y borde libre, las cuales son las zonas mas alejadas al sitio de muestreo
del testiculo en las cuales podemos encontrar tubulos seminiferos normales. Se evidencia
entonces una recuperacion normal del tejido al cabo de los 61 dias de espera previo al
muestreo, y una recuperacion de los niveles normales de espermatogénesis. Este resultado
concuerda con los postulados de Rajak et al. 0 Heath et al. en los cuales se evidencia una
normalizacion del tejido biopsiado a lo largo del tiempo y una recuperacion total y

eficacia estandar de la espermatogenesis (Rajak et al., 2013) (Heath et al., 2002).

Es importante considerar que los toros utilizados en el estudio pasan por un unico
procedimiento de biopsia mediante aspiracion con aguja, por lo cual no se esta analizando
el posible efecto de multiples biopsias, el cual podria demostrar diferentes resultados de
los descritos en la presente investigacion debido a varias reacciones inmunoldgicas y
fisiologicas del 6rgano como las descritas previamente, muy posiblemente debidos a la
ruptura de la barrera hemo testicular. En este caso, existe de igual forma una controversia
sobre la afeccién al testiculo, con estudios como el de Crespilho et al en 2019 que
menciona que hasta 3 biopsias en el lapso de un mes permiten una recuperacion total del
tejido bovino, en contraposicion a los estudios mencionados previamente (Crespilho et

al., 2019).
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CONCLUSIONES

En primer lugar, en base a los resultados obtenidos, se afirma que no existe una afectacion
a la espermatogenesis del animal ni en la zona de biopsia ni a distancia producto del
procedimiento realizado. Por esto, se confirma que la biopsia es un procedimiento seguro
que puede seguir realizdndose con normalidad en analisis médicos, de fertilidad y de

estado de la funcion testicular.

Considerando el tiempo de espera para llevar a cabo el muestreo tras efectuar la biopsia
en esta investigacion, el cual se deriva del tiempo de duracion de la espermatogénesis en
bovinos, se asevera que un periodo de 61 dias posterior a la realizacion de una biopsia es
suficiente para observar una total recuperacion del tejido afectado directamente en el

procedimiento y de la funcion normal del 6rgano en esta zona.

Se logré determinar de igual forma que el testiculo bovino es un érgano resistente al estrés
fisico y fisioldgico derivado de un procedimiento de biopsia, y que este puede recuperarse
en su totalidad en un tiempo relativamente corto (61 dias o0 menos), lo cual es alentador

para futuros estudios y analisis enfocados en estos animales.

Finalmente, se recomienda ejecutar un estudio seriado (varios tiempos entre el dia 0 y el
dia 60) enfocado en la medicion de la eficiencia de la espermatogénesis en varias etapas
del proceso de recuperacion del tejido biopsiado, esto con el objetivo de analizar la
afectacion inicial y progresiva de este procedimiento y la tasa de recuperacion del
testiculo bovino. Adicional a esto, se podria llevar a cabo un nuevo estudio enfocado en
la afeccion de biopsias multiples en el testiculo bovino a lo largo de un periodo de tiempo

determinado.
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TABLAS

Tabla 1. Resumen de resultados de la prueba t realizada para compara la eficiencia entre

testiculos.

Independent Samples Test

Sig. (2-
t df tailed)

Eficiencia [Equal variances 0,970 0,330 1,596
assumed

Leyenda. Usando el programa estadistico SPSS, se determind si existe una variacion
significativa en los promedios de eficiencia de la espermatogénesis entre los testiculos
derecho e izquierdo de los 4 animales utilizados en el estudio. Para esto se uso una prueba

t de muestras independientes y se asumieron varianzas iguales.

Tabla 2. Resumen de resultados del modelo ANOVA usado para comparar la eficiencia

entre bovinos.

ANOVA
Sum of M ean ;
Squares df Square i >1o-
B etween 519,825 3 173,275 0,997 0,404
Gro ups
Within 7301,432 42 173,844
Gro ups
Total 7821,257 45

Leyenda. Usando el programa estadistico SPSS, se determino si existe una variacion
significativa en los promedios de eficiencia de la espermatogénesis entre los 4 animales
usados en el estudio. Para esto se llevo a cabo un ANOVA con los resultados obtenidos

en los conteos.
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Tabla 3. Resumen de resultados del modelo ANOVA usado para comparar la eficiencia

entre las 4 zonas testiculares.

ANOVA
M ean
Sum of Squares df Square F Sig.
B etween Gro ups 690,990 3 230,330 2,279 0,121
Within Gro ups 1515,951 15 101,063
Total 2206,940 18

Leyenda. Usando el programa estadistico SPSS, se determind si existe una variacion

significativa en los promedios de eficiencia de la espermatogénesis entre las 4 zonas

testiculares analizadas en el estudio. Para esto se llevdo a cabo un ANOVA con los

resultados obtenidos en los conteos. Solamente se utiliza el testiculo izquierdo, esto

considerando que la biopsia se simulé Unicamente en este en cada uno de los animales.
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FIGURAS
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Figura 1. Comparacién de medias de eficiencia de espermatogénesis entre testiculos

derecho e izquierdo.

Leyenda. En el presente grafico de cajas y bigotes se ilustra la variacion en la eficiencia
de la espermatogénesis entre ambos testiculos para los 4 animales, medida en millones de
células por gramo de tejido. El testiculo derecho actiia como control considerando que la

biopsia se simuld en el testiculo izquierdo Unicamente.
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Figura 2. Comparacion de medias de eficiencia de espermatogénesis entre los 4 bovinos

usados en el estudio.

Leyenda. En el presente gréafico de cajas y bigotes se ilustra la variacion en la eficiencia
de la espermatogénesis entre los 4 animales, medida en millones de células por gramo de

tejido.
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Figura 3. Comparacion de medias de eficiencia de espermatogénesis entre las 4 zonas

analizadas.

Leyenda. En el presente grafico de cajas y bigotes se ilustra la variacion en la eficiencia
de la espermatogeénesis entre las 4 zonas testiculares analizadas en el testiculo izquierdo
de los 4 animales, medida en millones de células por gramo de tejido. Solamente se utiliza
el testiculo izquierdo, esto considerando que la biopsia se simulé Unicamente en este en

cada uno de los animales.
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ANEXOS

ANEXO 1: SITIO DE SIMULACION DE BIOPSIA.

ANEXO 2: EJEMPLO DE CONTEO DE ESPERMATIDAS REDONDAS.
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