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RESUMEN

La infertilidad es la incapacidad de procrear cuando una pareja se somete a actividad sexual
constante sin el uso de anticonceptivos, y sin el éxito reproductivo. Los casos de infertilidad
masculina abarcan hasta el 50% de los casos totales en la actualidad, inducida por diversas
etiologias, entre ellas el estrés. El estrés cronico propicia la activacion prolongada del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HPA) para la sintesis de la hormona del estrés como el cortisol
en humanos y corticosterona en roedores. En nuestro grupo de trabajo observamos que en la rata
macho Wistar en etapa juvenil, el modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento y un
modelo deestrés crénico variable (ECV), aumenta los niveles dealdosterona  sin afectar  los
niveles de corticosterona. Sin embargo, este generd alteraciones sobre el arreglo histolégico
renal y hepatico, asi como inflamacion vy fibrosis. Asi mismo, mostramos que el
hiperaldosteronismo inducido por el ECV disminuye la movilidad, viabilidad, concentracién y
morfologia normal, incrementando defectos de cabezay flagelos de espermatozoides obtenidos
de la cauda epididimaria, genera inflamacion testicular y estrés oxidativo espermatico. Por lo
que el objetivo de este trabajo es determinar si la eplerona, antagonista de los receptores de
mineralocorticoides previene lainflamacion testicular y estrés oxidativo espermatico mejorando

la calidad espermética epididimal inducido por ECVen ratas jovenes adultas.

Se utilizaron 12 ratas macho Wistar de51 diasde edad, las cuales se distribuyeron en dos grupos
experimentales: Control mas administracién de vehiculo (ImL de agua purificada) (C+Ve, n=6)
y estrés crénico variable mas eplerona (ECV+Ep, n=6), farmaco antagonista de la actividad
mineralocorticoide, en dosis de 100 mg/Kg de peso corporal; tanto eplerona como el vehiculo
se administraron mediante una sonda orogastrica de 5 FR de diametro. Asi mismo, se aplico un
factor estresor por dia(reduccion de espacio en caja limpia y en caja sucia durante 5 horas, nado
forzado en agua fria a 18°C y en agua caliente a 28°C por 10 minutos y restriccion de
movimiento durante 3 horas)Cada uno se efectud en horarios distintos, de lunes a viernes,

durante 4 semanas y 1.5 horas después de la administracion de eplerona.

Al finalizar el experimento en el dia 81 de edad postnatal, se realizd la eutanasia de los dos
grupos, Yy se extrajeron ambos testiculos y epididimos. De la cauda epididimaria izquierda se

obtuvo la muestra de espermatozoides para analizar la calidad espermatica (movilidad,

vii



viabilidad, concentracion y morfologia), asi como la determinacion de estrés oxidativo,
actividad antioxidante y apoptosis celular. El testiculo derecho fue utilizado para analizar el
arreglo histologico, utilizando cortes en parafina de 5 pm de espesor y tefiidos con hematoxilina
y eosina. Se analiz6 el nimero de tubulos entre ambos grupos, también el area tubular, del
epitelio germinativo, del lumen y del espacio intersticial. Asi mismo, se examind la expresion

de TNF-a en cortes testiculares.

Los resultados de la calidad espermatica muestran que la eplerona administrada en el grupo
ECV + EP disminuye los pardmetros de viabilidad y concentracion de los espermatozoides. Sin
embargo, se produjo elevada peroxidacion lipidica, sobreactividad de las enzimas antioxidantes
y apoptosis celular sin efectos sobre la histologia testicular al evaluar el numero de tabulos,
area tubular, del lumen e intersticial, ni en la expresion de TNF-a testicular. Estos hallazgos
dan indicio de que la dosis elevada de eplerona administrada en el grupo ECV+Ep generd
efectos citotdxicos sobre los espermatozoides epididimarios, incrementando estrés oxidativo y
muerte espermatica, por lo que la concentracion y viabilidad fue menor en dicho grupo
experimental. Al no hallar alteraciones sobre la histologia del testiculo, es importante analizar
histologia epididimaria, considerando que los efectos que estén alterando a los espermatozoides
son generadas por disrupcion en el funcionamiento correcto del epididimo tras el bloqueo de la
actividad mineralocorticoide a través de su receptor. Dicha actividad es indispensable para la
maduracion y almacenamiento de los gametos masculinos. Asi mismo, las altas dosis de
eplerona podrian actuar toxicamente sobre los receptores androgénicos la fisiologia epididimal,

inhibiendo probablemente vias indispensables para la maduracion espermatica.

Palabras clave: Calidad espermatica, eplerona, estrés, hiperaldosteronismo.
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GLOSARIO

3p -HSD: Enzima 3 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa
17p -HSD3: Enzima 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3
AC: Adenilatociclasa

ACTH: Hormona Adrenocorticotrépica

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero

ATL1: Receptor de angiotensina tipo 1

ATP: Adenosin trifosfato

CAD: DNasa activada por caspasa

cAMP: Adenosin monofosfato ciclico

CAT: Catalasa

CAS 3: Caspasa 3

CB1: Receptor cannabinoide tipo 1

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

ECV: Estrés cronico variable

ERKZ1/2: Quinasa regulada por sefiales extracelulares %2
FRP: Potencial reductor férrico

FSH: Hormona foliculo estimulante

GC: Glucocorticoides

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad

HPA: Eje Hipotalamo- Pituitaria- Adrenal



HPG: Eje Hipotalamo- Pituitaria- Gonadas

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LH: Hormona luteinizante

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitdgenos
MC: Mineralocorticoides

MDA: Malondialdehido

NF- xB: Factor nuclear kappa beta

NPV: Nucleo paraventricular hipotalamico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PKA: Proteina quinasa A

POMC: Proopiomelanocortina

PRL:Hormona Prolactina

SOD: Superoxido dismutasa

RAAS: Sistema renina angiotensina aldosterona
REL.: Reticulo endoplasmatico liso

RM: Receptor de mineralocorticoides

ROS: Especies reactivas de oxigeno

Sry: Factor de la region de determinacion sexual del cromosoma Y
STAR: Proteina reguladora aguda esteroidogénica
TLR 3y 4: Receptor tipo Toll tipo3y 4

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TNFR1: Receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1

TSPO: Proteina translocadora
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, ha incrementado la infertilidad, afectando a mas de 70 millones de
personas en la poblacién mundial. En particular al sector masculino con un 20% de casos como
causa Unica, sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere que la prevalencia
de infertilidad masculina ha aumentado al 50% de los casos (Fainberg y cols. 2019). La
infertilidad se puede definir como la incapacidad de procrear dentro de un lapso de 12 meses,
durante los cuales una pareja se somete a relaciones sexuales sin uso de preservativos (Choy y
Eisenberg 2018). Una causa poco estudiada, que participa en el proceso de la infertilidad es la
exposicion constante al estrés, que actualmente se presenta por diversos factores como el
desarrollo econdémico, social y laboral. El estrés propicia la activacion del eje hipotalamico -
pituitario-adrenal (HPA), ejerciendo una inhibicion sobre el eje hipotaldmico-pituitario-gonadal
(HPG) que afecta la esteroidogenesis y suprime la espermatogénesis, debido a los bajos niveles
de testosterona, generando alteraciones morfoldgicas y funcionales sobre las células de Sertoli
y la barrera hematotesticular (Durairajanayagam 2018). Estudiosrealizados en hombres jovenes
han mostrado que el estrés disminuye significativamente la concentracion espermatica y

movilidad, contribuyendo a la infertilidad (Nordkap y cols. 2020).

1.1 Morfologia testicular

Los testiculos son drganos que conforman el aparato reproductor masculino. En estan ubicados
en la bolsa escrotal, son estructuras ovoides con un tamafio aproximado de 2.5 cm de didmetro
y 5 cm de longitud en edad adulta con peso aproximado de 15-20 g. Se encuentran debajo de la
raiz del pene, externos a la cavidad abdominal, siendo la temperatura de los testiculos méas baja
que la temperatura corporal favoreciendo asi a la integridad espermatica. El testiculo derecho se
ubica mas arriba que el izquierdo y estan suspendidos mediante el cordon espermaético, y defacil
movimiento dentro de la bolsa escrotal (Tresguerres y cols. 2005). Son considerados como
glandulas mixtas secretoras internas y/o externas. Cuando se habla de secrecion interna, se
refiere a que el testiculo es capaz de secretar testosterona. En la secrecion externa, se producen

los gametos masculinos (Shalet 2009).

Los testiculos se encuentran rodeados por dos capas serosas que conforman la tnica vaginal, y

por una capa de tejido conectivo denominada tunica albuginea, que se extiende al interior de
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éstos, convergiendo en el mediastino y que logra dividir a los testiculos en pequefios l6bulos.
La parte interna de dichos l6bulos se encuentra constituida por los tdbulos seminiferos y epitelio
germinal, donde se lleva a cabo la espermatogénesis, y unicamente entre el 10-15% de su
composicion estd conformado por el intersticio, lugar donde se sintetiza la testosterona
(Tresguerres y cols. 2005). Los tubulos seminiferos poseen una estructura hueca, cuyo centro
denominado luz, estd constituido por liquido testicular y espermatozoides. Sus paredes
epiteliales estan compuestas por células de Sertoli cuya funcion es favorecer a las células
germinales en su desarrollo, y por su distribucion en el epitelio germinativo permiten identificar
dos compartimentos, basal y adluminal a partir de la barrera hematotesticular formada por las
uniones adyacentes de las células de Sertoli. En el espacio intersticial, ubicado externamente a
dichos tubulos y que separa a cada uno deellos, se encuentran las células de Leydig, macréfagos,
fibras nerviosas, fibroblastos vasos sanguineos y linfaticos (Tresguerres y cols. 2005). Las
células de Sertoli son las primeras en lograr una diferenciacion notoria en la génada fetal
indiferenciada, lo que atribuye la formacion de los cordones seminiferos, posteriormente de los
tubulos, asi como la diferenciacion y funcién de las células de Leydig (Tresguerres y cols. 2005;
Makela y cols. 2019). Cabe mencionar que es la cantidad de células de Sertoli presente en cada
testiculo, la determinante del tamafio y del numero de celulas germinales que pueden ser
mantenidas durante la espermatogénesis y la produccién de células germinales, que estan
organizadas en 14 etapas (I-X1V) a lo largo de los tdbulos, cada una compuestas de 4 y 5
generaciones celulares que daran lugar a la siguiente etapa. En ratas este ciclo del tubulo
seminifero es de 13 dias aproximadamente, por lo que se requieren alrededor de cinco ciclos del

tubulo seminifero para completar la espermatogénesis (Rosiepen y cols. 1994).

La estructura de los tubulos seminiferos se extiende por los conductos eferentes y la red
testicular hasta la cabeza del epididimo. El epididimo es un érgano de forma tubular que se
conforma por tres secciones: cabeza, ubicada en la parte superior del testiculo, cuerpo y cola,
extendidos a lo largo del borde posterior testicular, uniéndose al conducto deferente
(Tresguerres y cols. 2005). El conducto deferenteasciende por el canal inguinal hasta la cavidad
abdominal, rodeando a la vejiga, hasta conectarse con los conductos eyaculadores, que
convergen en la uretra (Tresguerres y cols. 2005).
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En la parte inferior de la vejiga se pueden localizar las vesiculas seminales; es un pequefio
organo en formade bolsa que se conecta con los conductoseyaculadores, capaces de liberar una
secrecion viscosa Y alcalina, constituida por fructosa, que brinda energia a los espermatozoides,
prostaglandinas benéficas para la movilidad y viabilidad espermatica, y fibrindgeno al que se le

atribuye la capacidad coagulante del semen tras el eyaculado (Figura 1).

Vejiga
Vesiculas
b seminlaes
4 ’ Préstata
Uretra
Pene
Conducto
deferente Testiculo
Epididimo
Células de Leydig Espermatozoide
Conducto Epididimo
deferente
Tiibulos
seminiferos
Células
germinales
Células
: Células
ppfitlciares De Sertoli Espermatozoide

Figura 1. Arreglo testicular (modificado de Tresguerres y cols. 2005).
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1.2 Morfologia espermética

En humanos, el espermatozoide es una célula germinal movil y de aproximadamente 60 um de
longitud, proveniente del epididimo, consta de tres secciones morfoldgicas: cabeza, pieza media
y flagelo. La cabeza del espermatozoide en humanos, es una estructura anisotropica de longitud
3-5 um, en forma de pera y posee un nicleo condensado, y el acrosoma situado en la parte

superior de la cabeza, abarcando entre el 40-60% de su tamafio (Auger 2010).

La pieza media del espermatozoide se constituye por estructuras periaxonémicas como vainas
mitocondriales y fibras densas externas. Las vainas mitocondriales se encuentran ordenadas en
10-12 patrones helicoidales (también conocidos como giros). Las fibras densas son estructuras
constituidas por nueve columnas que se extienden desde la union de la pieza media con la
cabeza, hacia lo largo del flagelo. Estas son gruesas al inicio de su extension y mas estrechas al
final, contribuyendo a la proteccion al espermatozoide frente al movimiento generado por su
transporte en el epididimo y la eyaculacion, (Kumal y Singh 2021). El flagelo del
espermatozoide es una estructura dividida en dos partes: inicial y parte final. La seccion inicial
del flagelo se constituye en toda su longitud por axonema y por estructuras periaxonémicas. El
axonema es una estructura de nueve microtibulos dobles externos, y un doblete central unidos
por brazos de dineina, responsables del movimiento flagelar; la parte final Unicamente posee
axonema (Kumal y Singh 2021). La pieza principal del flagelo esta conformada por una vaina
fibrosa de dos columnas longitudinales que varian de tamafio y forma segun la membrana

plasmatica (Figura 2; Kumal y Singh 2021).
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Figura 2. Estructura morfoldgica del espermatozoide en humanos (modificado de Touré 2019).

En ratas macho, el espermatozoide tiene una longitud entre 90 y 190 um segun la especie
(Roldany cols. 1992). La cabeza del espermatozoide es caracterizada por tener forma de gancho
denominada perforatorio perteneciente a la teca perinuclear (Figura 3), generada durante la fase
de elongacion en la espermiogénesis (Protopapas y cols. 2019). Asi mismo, esta constituida por
una estructura denominada manchete, la cual permite la formacion correcta de la cabeza (Y ogo
2022).

En la cabeza, se encuentra el ADN esperméatico compacto, cubierto de membrana nuclear, la
teca perinuclear y el material acrosomico en la superficie nuclear formado por la fusion de

vesiculas proacrosdmicas secretadas por aparato de Golgi (Yogo 2022).

La pieza media o cuello del espermatozoide es la estructura central entre la cabeza y el flagelo
(Figura 4). En ésta se pueden encontrar los centriolos, entre la pieza de unién a la cabeza y los

microtUbulos flagelares. Dichos microtdbulos estan rodeados por una monocapa ordenada de
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mitocondrias las cuales estan separadas de la membrana citoplasmatica por una escasa cantidad

de citoplasma, denominada vaina mitocondrial que rodea a las fibras densas externas del flagelo
(Yogo 2022).

RATA HUMANO
Espermatozoide epididimano
Cabeza acrosémica . Cabeza acrosomica
Segmento ecuatorial

Pieza conectora
Segmento ecuatorial

Pieza conectora

Pieza media
Flagelo

Flagelo

Figura 3. Morfologia de espermatozoides de rata (lado izquierdo) y humano (ladoderecho) (modificado
de Makeyevay cols. 2020).
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Figura 4. Compontes de la pieza media y flagelo del espermatozoide en Rattus norvegicus. Las barras
de escala sonde 400 nm (modificado de Gu y cols. 2019).

1.3 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular continuo cuyo objetivo es la
formacion de células germinales masculinas. La espermatogénesis se lleva a cabo en los
tubulos seminiferos presentes en los testiculos, dirigida principalmente por actividad de las
células de Sertoli, dando lugar a los espermatozoides a partir de las espermatogonias, en un

lapso de 65-72 dias en la especie humana y de 54 dias en ratas macho (Hess y De Franca 2008).

La espermatogénesis en la rata inicia en el quinto dia posnatal y consta de tres fases:
proliferativa, meidtica y espermiogenesis. En la primera fase, las espermatogonias de tipo A
indiferenciadas se dividen por mitosis, originando a mas espermatogonias indiferenciadas y
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también diferenciadas; estas Ultimas originan un linaje celular diferenciado en diversos subtipos
Al, A2, A3,y A4. Laespermatogonia A4 se divide y dan lugar a espermatogonias A subtipo
intermedia (Aln). Por mitosis Aln genera espermatogonias tipo B. Las espermatogonias tipo B

forman a los espermatocitos preleptotenos a partir de mitosis (Tresguerres y cols. 2005).

Son los espermatocitos primarios los que inician la segunda fase de la espermatogénesis,
efectuando la primera fase de la meiosis, dando lugar a dos espermatocitos secundarios, los
cuales realizan la segunda fase divisidbn meidtica, formando dos espermatidas redondas y
haploides cada una. En la fase de espermiogenesis, cada esperméatida redonda tiene cambios
morfoldgicos sin division celular hasta convertirse en espermatidas alargadas, para dar origen
al espermatozoide. Estos maduran en el epididimo, y se almacenandose en la caudaepididimaria
(Clermont 1972).

Se sefiala que la espermatogénesis es mediada por actividad del eje HPG, para la sintesis de
esteroides que favorezcan a la gametogénesis masculina. El hipotalamo se encarga de la sintesis
y segregacion de lahormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que estimulara a las células
gonadotropas presentes en la parte anterior de la hipofisis. A su vez, estas células son capaces
de sintetizar hormonas gonadotropinas, hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante
(FSH), que ejerceran actividad sobre las células gonadales (Jin y Yang 2014). La LH actla en
conjunto con la prolactina (PRL) estimulan a las células de Leydig, para la sintesis y segregacion
de testosterona (McNeilly y cols. 1979), que se dirige hacia los tabulos seminiferos y se adhiere
a las proteinas transportadoras de andrdgenos citosolicas presentes en las células de Sertoli, por
lo que aumenta la concentracion androgénica intracelular. Las altas concentraciones de
andrdgenos activan receptores nucleares de androgenos y permite que las células de Sertoli se
activen para ejercer sus multiples funciones sobre la espermatogénesis. La actividad de la FSH
también se ejerce sobre estas células, favoreciendo la expresion de proteinas transportadoras de
androgenos para su captacion e incremento en las concentraciones intracelulares antes

mencionadas (Jin y Yang 2014).
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1.4 Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es un proceso biolégico que da origen a hormonas de tipo esteroide
(sexuales, glucocorticoides y mineralocorticoides) a partir del colesterol, llevada a cabo en
tejidos esteroidogénicos regulados, generando estimulos agudos o crénicos sobre la regulacion
homeostéatica y otras funciones como la reproduccién (Guy cols. 2022). Las células de Leydig
son las principales células esteroidogénicas a nivel testicular donde se lleva a cabo la sintesis de
testosterona. En el vardn, la produccion de testosterona se efectiia en dos periodos, fetal y etapa
puberal hasta la adultez (Zirkin y Papadopoulos 2018). Las células de Leydig fetales logran
producir gran cantidad de testosterona sin depender de la hormona luteinizante (LH),
contribuyendo a la diferenciacion de las gonadas masculinas y al descenso de los testiculos. En
el periodo posnatal, la concentracion de testosterona disminuye debido a la reduccion de células
de Leydig fetales, y conforme se desarrollan células de Leydig desde la etapa puberal
provenientes de precursores indiferenciados presentes en los testiculos neonatales, los niveles
de testosterona aumentan (Zirkin y Papadopoulos 2018). Algunos de estos precursores logran
diferenciarse entre el dia 14 y 28 posnatal en células de Leydig inmaduras mediante LH, para
posteriormente dividirse y dar origen a la poblacion completa de células de Leydig (25 millones
de células de Leydig maduras por cadatesticulo) en el dia 56. Las células maduras se vuelven
completamente esteroidogénicas en la pubertad, logrando un aumento gradual en los niveles de
testosterona (Zirkin y cols. 1997). Este proceso es mediado por LH, secretada por la glandula

pituitaria, a partir de la activacion del eje HPG (Kyrou y Tsigos 2008).

Las celulas peptidérgicas presentes en el hipotdlamo generan una liberacion pulsatil de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GNRH), la cual estimula a las células gonadotropas de
la adenohipdfisis para la liberacion de gonadotropinas como la LH y la FSH (Shalet 2009). El
papel de la LH en la esteroidogénesis consiste en el mantenimiento de niveles 6ptimos de
enzimas esteroidogénicas, movilizacion y transporte de colesterol obtenido de lipoproteinas
circulantes (HDL o LDL), almacenado en gotitas lipidicas o sintesis a partir de acetato o
hidrolisis de éster colesterol, hacia la membrana interna de la mitocondria. Para esto, la LH se
une a receptores dealta afinidad acoplados a la proteina G, presentes en la membrana plasmatica
de las células de Leydig (Zirkin y cols. 1997). La union del receptor de LH/proteina G induce

la activacion de adenilato ciclasa, para catalizar la formacion de CAMP intracelular a partir de
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ATP, la fosforilacion de proteinas dependiente de CAMP através de la proteina quinasa A (PKA)
(Wang y cols. 2017). La estimulacion aguda de las celulas de Leydig por la LH da como
resultado la transferencia de colesterol libre intracelular a la mitocondria, a través de la proteina
reguladora aguda esteroidogénica (STAR), la proteina translocadora (TSPO) y més proteinas
del transduceosoma (Midzak y cols. 2011). Posteriormente. se lleva a cabo la conversion del
colesterol a pregnenolona por actividad enzimética del citocromo P450scc/Cypl1Al, ubicado
en la membrana interna mitocondrial. En el reticulo endoplasmatico liso, a pregnenolona es
biotransformada a testosterona por accion de la 17a-hidroxilasa, que da origen a 17-
hidroxipregnenolona; asi mismo la accion de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33 -HSD)
genera la conversion a androstenediona, para que finalmente la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 3 (17 p -HSD3) transforme la androstenedion en testosterona (Figura 5;
Aghazadehy cols. 2015).
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Figura 5. Sintesis de testosterona en células de Leydig (modificado de Zhu y cols. 2019). La estimulacién de la
hormona Luteinizante sobre células de Leydig permite la captacion de colesterol libre a partir de receptores de
HDL y LDL, y de gotas lipidicas intracelulares; el colesterol es transportado a la membrana mitocondrial por
accion de proteinas StAR para la formacion de pregnenolona. Esta Gltima es biotransformada en el reticulo
endoplasmatico liso a testosterona.

1.5 Desarrollo gonadal prenatal y postnatal

Las gonadas primitivas surgen de la cresta genital (Ganong 2005) situada en la cara medial del
mesonefros, estan estructuradas por una corteza y una médula cuya diferenciacion morfoldgica
tanto femenina como masculina, se logra observar entre la quinta (Moore 1979) y séptima
semana de gestacién humana (Ganong 2005), desarrollandose a partir del epitelio celémico,
mesénquima y células primordiales germinativas (Moore 1979). Es en la cuarta semana de
gestacion, cuando las células primordiales presentes en la pared del saco vitelino, se
incorporan al embrion tras su encorvamiento, las células primordiales migran hacia los pliegues
gonadales, que, tras su formacién, se induce el crecimiento de los cordones sexuales primitivos

primarios durante la sexta semana. En esta etapa atn de indiferenciacion, las génadas constan
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de corteza externa que presenta regresion, y de médula que dara origen a los testiculos.
Posteriormente, las células primordiales se incorporan a los cordones, que muestran
condensacion, y consecutivamente su extension a la médula gonadal, dando lugar a los tubulos
seminiferos y la rete testis. Asi mismo, inicia el desarrollo de la tunica albuginea y conforme

crecen las génadas, existe una separacion del mesonefros (Moore 1979).

En el caso del varon, los conductos de Wolff logran formar el epididimo, vesiculas seminales y
el conducto deferente al diferenciarse por accién de andrégenos (Ganong 2005). Los conductos
de Miller son suprimidos por la hormona anti-Miilleriana. Esta diferenciacion fenotipica es
influenciada por la existencia del gen Sry en el cromosoma Y, dando origen a las gonadas
masculinas, a partir de un incremento en la expresion del gen Sox9. La expresion de Sry es
llevada a cabo en precursoras de células de soporte, y una vez que los productos proteicos
alcanzan la concentracion maxima en la célula, induce sobreexpresion de Sox9; este ultimo es
capaz de regular dicho mecanismo tras la inhibicion de Sry y aumentar la proliferacién de
precursoras de células de Sertoli provenientes de la cresta genital e iniciar de nuevo el proceso,
logrando la maduracion deestas células, asi como la formacion de células endoteliales y mioides

peritubulares (Sekidoy cols. 2004).

En la rata macho, la madurez sexual se alcanza entre las 9-10 semanas de edad, y con ello, un
completo desarrollo de las gbnadas. Se identifican diferencias morfologicas de acuerdo con sus
periodos de crecimiento. Se considera una rata macho en periodo neonatal cuando tiene una
edad de 0 a 7 dias. En esta etapa se observa una gran cubierta en la membrana basal constituida
por células de Sertoli en proliferacion, en el centro de los tlbulos estan situados gonocitos sin
division, cuyo nucleo tiene un nucleolo prominente y cromatina dispersa. También se observan
células de Leydig fetales con mitosis inactiva. En el periodo infante temprano de 8 a 14 dias
disminuye el nimero de gonocitos fetales, se observa una distribucion rapida de las células de
Sertoli, asi como espermatogonias del tipo A, intermedias y B en mitosis; en el intersticio se
reemplazan de células de Leydig fetales por progenitoras con division mitética activa. La
presencia de estas poblaciones celulares, comienza a generar la estructura caracteristica tubular

estratificada (Picut y cols. 2015). Se plantea que dicha proliferacion celular y transformacién a
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espermatogonias de los gonocitos es generado por los altos niveles de FSH sanguineo que

estimula a las células de Sertoli (Rossi y Dolci 2013).

Durante la etapa infantil tardia, entre los dias 15 y 20 postnatal se alcanza la tasa de divisién
celular méaxima tubular debido a la proliferacion, disminuida en comparacién con el periodo
anterior, pero existente de espermatogonias tipo A con poca proporcién de citoplasma, y de tipo

B, més pequefia con citoplasma abundante y nucleo esféricos ((Picut y cols. 2015).

Durante la etapa infantil tardia, entre los dias 15 y 20 postnatal se alcanza la tasa de division
celular maxima en los tdbulos seminiferos, existente de espermatogonias tipo y B, formando
una capa pseudoestratificada conformada también por las células de Sertoli. Las
espermatogonias inician su proceso mitético, dando lugar a espermatocitos preleptotenos
situados en el compartimento basal, y leptotenosy zigotenos en el compartimento adluminal. A
partir del dia 18 postnatal se perciben espermatocitos paquiteno cerca de la luz tubular, y células
de Leydig progenitoras en el espacio intersticial con bajo conteo de células de Leydig inmaduras
(Picut y cols. 2015). Sin embargo, las células de Sertoli la que dejan de multiplicarse en mayor
proporcion. De igual forma, se desarrolla la barrera hematotesticular y el lumen tubular, sin
presencia de espermatozoides (Abd EL-Meseeh y cols. 2016).

Durante los dias 21 y 31 de edad, pertenecientes al periodo juvenil, crece el didmetro de los
tubulos. En el epitelio germinativo estan presentes espermatogonias tipo A, B y gran nimero de
espermatocitos en paquiteno (Picut y cols. 2015). Asi mismo, se origina la génesis de
espermatocitos secundarios y espermatidas redondas en los tabulos y la maduracion de células
de Leydig en el espacio intersticial, dando lugar a células maduras (Abd EL-Meseeh y cols.
2016). En la etapa prepuberal, del dia 33 a 55 de edad, el diametro tubular sigue creciendo y se
encuentran todas las etapas celulares de la espermatogenesis, incluyendo espermatozoides en
gran cantidad de tabulos, afiadiendo que la morfologia aln puede variar con respecto a ratas
adultas y sexualmente maduras. Las céelulas de Sertoli pueden extenderse desde la membrana
basal hasta el lumen permitiendo la adhesion de las células espermatogénicas y los
espermatozoides (Picut y cols. 2015; Abd EL-Meseeh y cols. 2016).

En el dia 90 postnatal se observan tubulos seminiferos de mayor tamafio, con gran poblacion

celular espermatogénica. Las células de Sertoli disponen de citoplasma mas extendidoy en el
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area intersticial existe mayor poblacion de células de Leydig maduras (Abd EL-Meseeh y cols.
2016).

1.6 Modelo de estrés cronico variable

El estrés se define como un proceso desencadenante de cambios fisiol6gicos, que al ser
prolongado genera efectos negativos tisulares y moleculares. Por ejemplo, en ratas incrementa
la produccién de especies reactivas de oxigeno en el testiculo, y, por lo tanto, la peroxidacion
lipidica. También, reduce los niveles de testosterona sérica, afectando la movilidad, viabilidad,

concentracion y morfologia de los espermatozoides (Garcia y cols. 2015).

El modelo de estrés difiere entre estrés agudo y estrés cronico. EI modelo agudo ocurre cuando
es Unico y el tiempo de exposicion es corto. Si es cronico se tiene una continua exposicion al
mismo (Koolhaas y cols. 2011; Pacak y cols. 1998). El estrés crénico se caracteriza por generar
la adaptacion de los mecanismos neurofisioldgicos del individuo relacionadas con diversas
enfermedades cronico-degenerativas debidoa la activacion prolongada del eje HPA (Kim y cols.
2018). La activacion cronica del eje HPA se ha asociado sistematicamente con la perdida
neuronal, disminucién de la neurogénesis y alteracion de la conectividad neuronal. EI modelo
de estres cronico variable (ECV) consiste en la exposicion a diversos factores estresantes leves,
aplicados de manera impredecible durante un periodo prolongado de tiempo. Asi, han mostrado
que dicho modelo desencadena alteraciones fisioldgicas y conductuales relacionados con la
hiperactivacion del eje HPA en roedores (Borrow y cols. 2019). Asi mismo, el ECV genera
alteraciones a largo plazo, causando estados de ansiedad continuos y afectando la conducta

normal de los animales, aun cuando estos no reciben estimulos estresores (Matisz y cols. 2020).

1.7 Inflamacidn y apoptosis

En los ultimos afios se ha mostrado la participacion de las células inmunologicas y la expresion
de citocinas en la regulacion de la funcion testicular en condiciones fisioldgicas normales,
actuando como factores de crecimiento y diferenciacion celular, asi como su expresion en
estados fisiopatoldgicos como el estrés (Hales y cols. 1999). Frente a los eventos estresantes, el
organismo se adapta a los cambios fisiologicos originados por el estresor a partir de la
hiperactividad del eje HPA. De este modo, se inicia una respuesta inmunoldgica que

desencadenaactividades proinflamatorias patoldgicas local o sistémico, alterando la produccion
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local de citocinas y el numero de células inmunitarias reguladoras y efectoras que conducen a
la infertilidad (Theas 2018).

El sistema inmunitario testicular lleva a cabo respuestas de inmunorregulacién mediadas por
inmunosupresores y factores reguladores provenientes de la barrera hematotesticular y las
células inmunitarias como macréfagos, linfocitos, células dendriticas y mastocitos (Yu y cols.
2013). Los macrofagos testiculares originan una respuesta inmune inflamatoria que, frente a
eventos reguladores negativos secretan gran cantidad de citoquinas de tipo inflamatorio (Xue y
cols. 2014). Cabe mencionar que algunos autores refieren que las células de Leydigy de Sertoli
también son capaces de producir algunos tipos de citoquinas inflamatorias que comparten
actividad con TNF-o, aunque no en gran cantidad como los macréfagos (Cudicini y cols. 1997;
Maegawa y cols. 2002). La respuesta proinflamatoria de los macr6fagos consiste en una elevada
expresion de citoquinas como TNF-a, entre otras (Zhao y cols. 2019), las cuales se regulan a
partir del factor de transcripcion proinflamatorio NF-kB, mediante la union a elementos kB
(secuencia de ADN) para regular la transcripcion de méas genes implicados en la inflamacion y

apoptosis (Gupta y cols. 2010).

Se considera que el sistema inmunologico innato del testiculo se encuentra mediado por
receptores TLR3, altamente expresados en las células de Leydig, que activan al factor de
transcripcion NF-xB para producir citocinas. Esta respuesta inmunoldgica se desencadena
evitando que el dafio no sea mayor y pueda restaurarse la funcion celular., Sin embargo, dicha
respuesta puede efectuar dafios significativos sobre el testiculo y sobre la produccion normal
espermatica, alterando la fertilidad masculina, al originarse una sobreexpresion de interleucinas
en procesos inflamatorios que estan directamente relacionadas con estrés oxidativo (Azenabor
y cols. 2015), el cual conduce a una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
como es el caso de TNF-a, que , aumenta niveles de ROS y la peroxidacion lipidica sobre la
membrana celular de los espermatozoides, principalmente en condiciones de inflamacion e
infeccién sobre 6rganos reproductores masculinos (Martinez y cols. 2007). Generalmente, el
sistema antioxidante enddgeno en condiciones fisiologicas normales suprime el exceso de ROS
y mantiene el equilibrio redox en el semen. Tal actividad no ocurre en procesos inflamatorios,

donde los niveles de radicales libres superan la capacidad antioxidante (Duttay cols. 2021)
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Estos radicales libres son moléculas que se derivan del metabolismo altamente reactivas debido
a sus electrones desapareados, que alteran las biomoléculas mediante oxidacién, originando
dafio celular. En el espermatozoide se alteran los componentes intracelulares como el ADN,
proteinas y acidos grasos poliinsaturados como el acido docosahexaenoico a partir de su

peroxidacion (Alahmar y cols. 2021; Duttay cols. 2021).

El proceso de peroxidacion de lipidos inicia con la extraccion de atomos de hidrdgeno,
provenientes de los dobles enlaces de carbono-carbono de los &cidos grasos insaturados
presentes en la membrana celular y formar los radicales lipidicos. Estos interaccionan con el
oxigeno formando radicales peroxilo, capaces de reaccionar en presencia de metales, robando
atomos de hidrogeno de los acidos grasos, formando peroxido de hidrogeno lipidico (Tavilani
y cols. 2008). Finalmente, estos radicales reaccionan con mas lipidos produciendo moléculas

nocivas como malondialdehido, 4-hidroxinonenal y acroleina (Jones y cols. 1979).

Por otro lado, los linfocitos testiculares que se encargan del reconocimiento inmunitario se
pueden diferenciar en linfocitos T y B. Sin embargo, son los linfocitos T de tipo T CD8* los
predominantes en el espacio intersticial del testiculo, en ratas (Hedger y Meinhardt 2000). Las
células dendriticas generalmente se encuentran inmaduras en el espacio intersticial, pero al
generarse un proceso inflamatorio, su poblacién aumenta y llevan a cabo la expresion de
marcadores de maduracion (Rival y cols. 2006). De igual manera, los mastocitos se diferencian
durante la inflamacion y su poblacion en estado fisiologico normal es baja, por lo que gran

cantidad de ellos se relaciona con una espermatogénesis anormal (Hussein y cols. 2005).

El mecanismo de muerte celular apoptética consta de una via extrinseca que desencadena la
activacion de receptores de muerte como TNFR1 conteniendo un dominio de muerte
(Vandenabeele y cols. 2010), que al unirse con su propio ligando (TNF-a), activa al complejo
enzimatico iniciador de apoptosis conformado por las caspasas 8 y 10, que, a su vez, activan a
las procaspasas 3,6 y 7, convirtiéndose en caspasas efectoras para inducir la muerte celular. Y
una via es intrinseca o mitocondrial, basada en la liberacién de citocromo C, que activa a las
procaspasas 9 en el complejo del apoptosoma y por consiguiente la activacion de caspasas
efectoras (EImore 2007). Ambas vias inciden en la fase final de la apoptosis, la fase de ejecucion

que se inicia a partir de la activacion de las caspasas 3 de ejecucion, que liberan a las
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endonucleasas CAD vy proteasas citoplasmaticas para la degradacion del material genético y
condensacion de la cromatina. Asi mismo CAD forma los cuerpos apoptoticos para finalmente

ser fagocitadas debido a la presencia de fosfatidilserina en su superficie (Sakahira y cols. 1998).

1.8 Influencia del estrés crénico sobre la calidad espermética

Los hombres con en condicién de estrés psicolégico presentan alteraciones en el semen,
principalmente en la movilidad progresiva y en la calidad del eyaculado (Collodel y cols. 2008)
A su vez, se atribuye a eventos asociados al estrés, la baja concentracién espermatica
(Gollenberg y cols. 2010), dafio al ADN de los espermatozoides y alteraciones en su morfologia
(Jurewicz y cols. 2014).

No existen reacciones especificas de un individuo al someterse a un estimulo estresante. Las
reacciones dependeran de varios factores, como la intensidad del estimulo, control y duracion,
asi como su prediccion (Tresguerres y cols. 2005). El estrés cronico altera, de manera
prolongada, la funcién gonadal mediante la activacion cronica del eje HPA (Kyrou y Tsigos,
2008). En la activacion del eje HPG, el hipotalamo sintetiza la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), que estimula a la hipéfisis para sintetizar hormonas como LH y FSH.
Sin embargo, el hipotadlamo también sintetiza CRH, que estimula a la hipofisis para sintetizar
ACTH, dicho estimulo induce la secrecion de aldosterona. Se sugiere que el estrés fisico o
psicologico persistente induce la sintesis de aldosterona mediada por la ACTH, angiotensina Il
u otros estimulos de la zona glomerulosa de la corteza adrenal. La explicacion que encuentran
para los hallazgos antes descritos es que las células glomerulosas es estimulada por la secrecion
de ACTH inducida por estrés provocando sensibilidad elevada para la sintesis de aldosterona
frente a los niveles de ACTH (Markou Yy cols.2015). Ha sido evidenciado que la aldosterona
regula el equilibrio de liquidos y electrolitos en el epididimo (Roy y cols. 2013). Sin embargo,

se desconoce la participacion de la aldosterona sobre la calidad espermatica.

1.9 Estrés, eje hipotalamico pituitario adrenal (HPA)

El eje HPA es el principal mediador de respuesta hormonal e inmunoldgica al estrés en el
sistema nervioso central, cuando algun factor estresante perturba la homeostasis normal del
organismo. La activacion del eje HPA de manera prolongada y repetitiva genera la inhibicion

dediversos procesos fisiologicos, entre ellos, la reproduccién (Joseph y Whirledge 2017). Dicha
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activacion inicia en las estructuras limbicas como el nucleo del lecho de la estria terminal o el
ndcleo central de la amigdala a partir de informacion percibida sobre el desequilibrio
homeostatico nervioso o humoral que genera algn estresor (Myers y cols. 2018). Asi mismo,
dichas estructuras limbicas proyectan sefiales hacia el nlcleo paraventricular hipotaldmico
(NPV) (Tafet y Nemeroff 2015); este ultimo se encuentra en la zona supradptica/anterior del
hipotalamo, ubicada por encima del quiasma Optico, donde podemos encontrar neuronas
hipofisiotrépicas de tres tipos, neuroendocrinos, magnocelulares, parvocelulares y de

proyeccion larga que logran la regulacién neuroendocrina del organismo (Biag y col. 2012).

Tras la percepcion de un estimulo estresante, las neuronas parvocelulares del NPV que sintetizan
y liberan del neuropéptido CRH en los vasos portales de la eminencia media hipotalamica, para
transportarse hacia el I6bulo anterior de la glandula pituitaria (adenohipofisis) (Gjerstad y cols.
2018), ubicada en la parte interior del cuerpo esfenoidal situado en la base craneal, conocida
como la silla turca. Posteriormente, las células corticotropas hipofisiarias son estimuladas por
la CRH, actuando a partir de su unién a receptores 7TM acoplados a proteinas G
(Grammatopoulos y Chrousos 2022), los receptores 1y 2de CRH (CRHR1y CRHR2), quienes
se encuentran distribuidos en diferentes secciones cerebrales, siendo el CRHR1 el de mayor
expresion en los nuacleos hipotalamicos, adenohipofisis, éareas neocorticales, nucleos
amigdalamicos, entre otras regiones, y por quien mayor afinidad tiene la CRH (Figura 6;
Bonfiglio y cols. 2011).
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Figura 6. Anatomia del hipotalamoy glandula pituitaria (realizada en BioRender).

Los receptores de CRH tipo 1o (CRH-R1a) son proteinas de 415 aminoacidos que contiene siete
hélices o hidrofébicos, forman parte de la superfamilia de receptores acoplados a proteina G de
clase Il (Grammatopoulos y Chrousos 2022), que, al expresarse en los NPV y adenohipofisis,
permiten la secrecion de ACTH, sintetizada mediante procesos de regulacion transcripcional de
proopiomelanocortina (POMC), proteina precursora de ACTH (Leistner y Menke 2020). Tras
la activacion del receptor de CRHR1, inicia una via de transduccion de sefiales MAPK, regulada
tras la activacion de PKA mediante un segundo mensajero, adenosin monofosfato ciclico
(CAMP) sintetizado a partir de ATP por actividad de la adenilatociclasa tras su unién con la
subunidad a de la proteina G para modular la transcripcion de POMC (Bonfiglio y cols. 2011).
La PKA desencadena dos vias transduccionales, una dependiente de calcio, modulada por
canales de Ca*? voltaje dependientes de tipo L, que interaccionan con la enzima calmodulina

quinasa de tipo 11, y otra independiente de este ion, ambas para la activacion de proteinas como
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Rapl, B-Raf quinasa y ERK1/2. Esta Gltima para inducir la actividad transcripcional de los Nur
(Maira y cols. 2003).

Por otro lado, la ACTH proporciona estimulos sobre las glandulas adrenales para la secrecion
de mineralocorticoides (MC) proveniente de la zona glomerular y glucocorticoides (GC) en la
zona fascicular, ambas en la corteza adrenal (Mikulska y cols. 2021), a partir de la unién a
receptores de melanocortina 2 (MC2R) pertenecientes a la familia de receptores 7TMS,
acoplados a proteinas G (Yang y cols. 2017). EI mecanismo de la ACTH tras la unién a su
receptor implica la participacion de la adenilatociclasa que incrementa los niveles de CAMP y
asi mismo, la activacion de la PKA para inducirla transcripcion de genes que codifican enzimas
esteroidogenicas y por consiguiente la biosintesis de colesterol para la formacion de corticoides
(Enyeart 2005).

El eje HPA posee un sistema de retroalimentacion negativo para inhibirse, y es mediado por los
niveles hormonales de mineralocorticoides y glucocorticoides presentes en el organismo tras su
activacion, a partir de la sintesis y liberacién hormonal con ritmo pulséatil, patrones circadianos
y ultradianos (Gjerstad y cols. 2018). Esto para limitar la secrecion hormonal transitoriamente
en procesos estresantes agudosy no prolongados, y asi mantener la homeostasis del organismo
en condiciones normales (Myers y cols. 2018). Cabe mencionar que cuando el estresor estimula
la activacion del eje HPA de manera crdnica, esta retroalimentacion negativa puede alterarse, y,

por consiguiente, modifica el equilibrio homeostéatico (Tafet y Nemeroff 2015).

La retroalimentacion negativa puede originarse mediante dos mecanismos inhibitorios:
mecanismo rapido que no involucra procesos transcripcionales genémicos, en tiempos muy
cortos y generalmente frente a estrés agudo y el mecanismo retardado, cuando el tiempo de
actividad es prolongado e involucra procesos transcripcionales involucrando a receptores
citosélicos de mineralocorticoides y glucocorticoides presentes en nucleo paraventricular y la
hipofisis (Tafet y Nemeroff 2015; Myers y cols. 2018). EI mecanismo rapido inhibitorio es
proporcionalmente directo al aumento de corticoides (Duval y cols. 2010) e inicia cuando éstos
interacttan con receptores membranales en el NPV, y no a receptores citosélicos comunes que

se encuentran en las glandulas adrenales. Por lo tanto, las neuronas que lo conforman ya no son
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capaces de recibir sefiales simpaticas excitatorias, y la secrecion de CRH no se efectua; este

mecanismo es denominado supresion de la excitacion inducida por glucocorticoides (GSE).

Se sugiere que este mecanismo es originado tras la activacion de una via de sefializacion que
involucra receptores postsinapticos acoplados a proteinas G, AMPc y PKA (Malcher y cols.
2006), inducen la liberacion de moléculas mensajeras retrogradas capaces de inhibir la
liberacion presinéptica de glutamato, un neurotransmisor excitatorio de células neuroendocrinas
(Tasker y Herman 2011; Myers y cols. 2018). Aunado a esto, los mensajeros retrégrados
inhibitorios de GSE que son cannabinoides enddgenos, también podrian activar de manera
inhibitoria la sintesis de ACTH dada la presencia de receptores CB1 (Pogottoy cols. 2001). Asi
mismo, se ha planteado que el CRHR1 limbico puede estar involucrado en la regulacion tardia
del eje HPA, dado que GR inhibe la liberacion de ACTH tras la disminucion en las
concentraciones de ARN mensajero (ARNm) ACTH codificantes, asi como inhibicion
transcripcional de POMC, esta Ultima involucrando mecanismos inhibitorios factores GRy Nur
(Figura 7; Bonfiglio y cols. 2011).
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Canal de calcio

Figura 7. Vias de sefializacion de CRH en células corticotropas de la adenohipéfisis (modificado de Bonfiglio y
cols. 2011). La hormona liberadora de corticotropina (CRH) se une al receptor CRHR presente en la
adenohipdfisis, desencadenando dos vias de sefializacion mediadas por la proteina quinasa A (PKA), para la
activacion de Rap 1, B-Raf, MEK % y ERK %. Esta Gltima regula la actividad de factores transcripcionales Nur
77 y Nur, que participanen la sintesisde POMC

1.10 Generalidades de la aldosterona y receptores de mineralocorticoides en testiculo y
epididimo

La aldosterona es una hormona de tipo esteroidea, perteneciente a la familia de los
mineralocorticoides, que estructuralmente se compone por 21 moléculas de carbono, y en el
carbono 17 posee una cadena lateral de dos carbonos (Ganong 2005); es sintetizada en la zona
glomerulosa (ZG) de la corteza adrenal, mediada por actividad de la angiotensina 11 tras la
activacion del sistema renina angiotensina aldosterona (RAAS) (Gao y cols. 2021). Las
hormonas provenientes dedicha corteza se derivan del colesterol (Figura 8), que es transportado

a las células a través de lipoproteinas de baja densidad (LDL) o de alta densidad (HDL). La
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corteza adrenal posee receptores especificos a lipoproteinas. Una vez unidas las lipoproteinas a
sus receptores, ingresan a la célula mediante endocitosis, donde toma una estructura esférica, y
es aglomerado en granulos lipidicos debido a la actividad de la enzima hidrolasa de éster de
colesterol (Ganong 2005). Dichos granulos son transportados a las mitocondrias donde, por
catdlisis enzimatica de la desmolasa de colesterol perteneciente al citocromo P450, se
transforma en pregnenolona. Esta Ultima se moviliza hacia el reticulo endoplasmatico liso
(REL), donde sufre un proceso de deshidrogenacion por la enzima 3pB-hidroxiesteroide
deshidrogenasa transformandose en progesterona, la progesterona es hidroxilada por la 21B-
hidroxilasa en el reticulo endoplasmico liso, transformandose en 11-desoxicorticosterona
(Ganong 2005). La enzima sintasa de aldosterona presente en la zona glomerular de la corteza
suprarrenal es la encargada de formar corticosterona a partir de 11-desoxicorticosterona, y de
18-hidroxicorticosterona a partir de la corticosterona con participacion dela angiotensina 1. Por
ultimo, la 18-hidroxicorticosterona es transformada en aldosterona por esa misma enzima
(Ganong 2005).
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Figura 8. Biosintesisde aldosterona (modificado de Bollag 2014). El precursor de las hormonasesteroideases el
colesterol. En su forma libre es transportado a la membrana mitocondrial para generar pregnenolona, esta Gltima,
después de una serie de reacciones enzimaticas llevadasa cabo en el reticulo endoplasmatico,da lugara la 11-
desoxicorticosterona, que, a su vez es transformada en corticosteronay posteriormente en aldosterona por la
enzima sintasa de aldosterona.

Asi mismo, la aldosterona al preceder del colesterol se considera de naturaleza liposoluble,
favoreciendo a su difusion a través de la membrana plasmatica celular. Su mecanismo de accion
se encuentra mediado por receptores de mineralocorticoides (RM) presentes en rifién, colon,
musculo cardiaco, glandulas salivales, testiculo, entre otros 6rganos; y la participacion de
enzimas 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 y 2, las cuales favorecen competencia
frente a glucocorticoides como cortisol en humanos y corticosterona en ratas, por los RM (Gao
y cols. 2021; Ge y cols. 2005).

Los receptores de mineralocorticoides forman parte de una superfamilia de receptores nucleares

de factores de transcripcion dependientes de ligandos encontrados en el citoplasma celular, que
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en ausencia de aldosterona se encuentran inactivos debido a los complejos proteicos que
formancon proteinas chaperonas, también denominadas proteinas de choque térmico hsp90,
hsp70 o inmunofilinas, que en presencia de mineralocorticoides, se desacoplan a los receptores,
permitiendo la unién con aldosterona, y su acumulacion en el nucleo de las células (Fejes y cols.
1998; Binart y cols. 1995).

Tras la unién de la aldosterona al RM citosolicos se liberan los complejos proteicos antes
mencionados, y se genera una traslocacion del complejo receptor-aldosterona hacia el nucleo
celular (Figura 9). Dicho complejo interacciona con el locus gendémico especifico y otros
reguladores de la transcripcion, para la sintesis de proteinas efectoras encargadas de la
regulacion de sodio y potasio atraves de células epiteliales tubulares presentes en el rifion. Este
mecanismo gendmico se puede clasificar en dos fases: una temprana, ejercida 30 minutos
posteriores a la union del RM a su ligando, que permite recuperar los niveles hemostaticos
cuando ocurre el desbalance de agua y sodio, a partir de la activaciéon e inhibicion de genes
moduladores de la actividad de transporte de sodio y potasio presentes en la célula (Kellner y
cols. 2003). Y la fase tardia. 3 horas después de la union, modulando la expresion de genes

efectores encargados del transporte de sodio y potasio (Verrey 1998).
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Figura 9. Mecanismo de accién de aldosterona mediante la via de sefializacién genémica (modificado de Wu y
cols. 2018). Aldosterona atraviesa la membrana plasmatica celular para unirse al receptor de mineralocorticoides
citosélico, que estd de forma inactiva unido a proteinas de choque térmico (HSP). En presencia de aldosterona, el
complejo receptor-HSP se rompe para logar launion del receptor con lahormonamineralocorticoide, se transloca
al nacleo permitiendo latranscripcion proteinas ENaC, ATPasas, entre otras.

Existen receptores de mineralocorticoides (NR3C2) en las células de Leydig, que al encontrarse
frente a dosis dependientes de aldosterona genera efectos benéficos sobre la sintesis de
testosterona (Gey cols. 2005). Sin embargo, se ha mostrado que la aldosterona es capaz también
de inhibir el desarrollo y diferenciacion de las células madre de Leydig, efecto inducido por la
union al receptor NR3C2 (Zhang Y cols. 2018).

1.11 Eplerona
La eplerona es un antagonista especifico de la aldosterona derivado de la espironolactona y de
origen esteroideo; tiene un efecto competitivo de bloqueo sobre el RM a partir de su unién

selectiva (Tam y cols. 2017). Es usada como tratamiento para insuficiencia cardiaca crénica,
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administrada oralmente, por lo que su absorcién se lleva a cabo via gastrointestinal, alcanzando
su concentracion maxima en plasma 2 horas después de su administracion. Posteriormente, en
el higado es metabolizado por el complejo enzimatico del citocromo P450 (CYP3A4 'y
CYP3A5), dando lugar a dos metabolitos: 6B-hidroxieplerenona a través de la via CYP3A4,y
21-hidroxieplerenona a partir de la contribucion de ambas vias CYP3A4y CYP3A5 (Figura 10;
McGraw y cols. 2019), eliminados por la orina en un lapso maximo de 6 horas (Struthers y cols.
2008).

1\
l
Eplerenona
PlA4 ¥ 4
» \
! !
|
66-hidroxieplerenona 21-hidroxieplerenona

Figura 10. Metabolismo de la eplerona mediado por el citocromo P450 (modificado de McGraw y cols. 2019).
Eplerona es metabolizada en el higado a partir del complejo enzimatico P450 mediante las vias CYP3A4 y
CYP3AS5, originando dos metabolitos mds simples como 6f-hidroxieplerenonay 21-hidroxieplerenona.

Cabe mencionar gue la eplerona inhibe el aumento de la reabsorcion de sodio y agua producido
por la aldosterona. Sin embargo, aumenta la excrecion de potasio, induciendo el desarrollo de
hiperpotasemia sérica grave (> 6 mEq/l) (Levy y cols. 2004). Algunos autores refieren que este
aumento en los niveles de potasio es directamente proporcional a la dosis administrada de

eplerona (Levy y cols. 2004).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Estrés, aldosterona y calidad espermatica

El proceso apoptotico regulado por el receptor de glucocorticoides y la inhibicion de la sintesis
de testosterona en las células de Leydig, son mecanismos principales que afectan la
espermatogénesis inducida por estrés (Zou y cols. 2019). EIl estimulo del estrés crénico
mediante restriccion de movimiento en ratas eleva considerablemente niveles de corticosterona,
hormona del estrés en ratas, y disminuye la testosterona sanguinea (Murthy y cols. 1988). Asi
mismo, se confirma que el estrés cronico impredecible es capaz de ejercer alteraciones
morfoldgicas, aumentado anomalias acrosomales y de movilidad progresiva sobre los
espermatozoides, asi como la induccion de estrés oxidativo. También es capaz de generar
alteraciones sobre las células de Sertoli y su funcion en la barrera hematotesticular (Kolbasi y
cols. 2021).

El estrés propicia la activacion del eje hipotaldmico pituitario adrenal para la liberacion de
hormonas glucocorticoides y mineralocorticoides. Sin embargo, esto respuesta difiere
dependiendo de la edad de las ratas. Corona y cols. (2015), mostraron que en ratas recién
destetadas que el estimulo del estrés crénico por restricciéon de movimiento aplicado por cinco
dias consecutivos durante cuatro semanas en un mismo horario (11:00 am), aumento los niveles
de corticosterona e indujo esteatosis hepatica. Cuando este mismo estimulo fue realizado en
ratas jovenes adultas incrementaron los niveles de aldosterona sin afectar los de corticosterona
(Corona y cols. 2017). Los niveles altos de aldosterona afectan al rifién (Sanchez- Solis y cols.
2020). Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se ha encontrado que al aplicar un modelo
de estrés crénico leve impredecible en ratas jovenes adultas, que consta de cinco estresores
distintos en horarios diferentes, también induce la elevacion de los niveles de aldosterona,
provocando inflamacién y fibrosis renal y esteatosis hepatica y cuando se aplica el antagonista
del receptor mineralocorticoide (eplerona) se previene la inflamacion y fibrosis renal y
esteatosis hepatica, lo que sugiere que la hormona mineralocorticoide ejerce su actividad
med iante su receptor (Pérez y cols. 2024). Estudios realizados en modelos animales con fibrosis
renal, han descrito que el uso de la eplerona bloquea la actividad de aldosterona via RM,

previniendo la fibrosis renal debido a sus efectos antiinflamatorios y antiproliferativos,
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inhibiendo la infiltracion de macréfagos y monocitos, asi mismo redujo el estrés oxidativo.No
se observo influencia negativa sobre la presion arterial con el uso de eplerona (Chen y cols.
2013).

En el testiculo con esta misma condicion de estrés hemos mostrado, estrés oxidativo
espermatico, inflamacion testicular, disminucion en los niveles de testosterona, viabilidad,
movilidad y concentracion espermética (Pérez-Sanchez y cols., enviado). Glasdtones y cols.
(2012), muestran la presencia del RM en las cuatro regiones del epididimo de rata, segmento
inicial, cabeza, cuerpo y cauda, donde la aldosterona actua como regulador electrolitico
intraluminal para la maduracion, capacitacion y almacenamiento espermatico. Asi mismo, la
presencia del RM se ha observado en la cabeza y cuello del espermatozoide, favoreciendo su
movilidad (Fiore y cols. 2006). Esto sugiere que el aumento de aldosterona pudiera estar
afectando la calidad espermatica epididimaria por la via de su RM. Por ello, el presente estudio
se disefi0 para analizar la capacidad de la eplerona para prevenir la inflamacion y calidad
espermatica inducida por el estrés cronico variable. Estos hallazgos nos indicarian que la

aldosterona tiene una posible participacion en la afectacién espermatica.

3. JUSTIFICACION

La infertilidad es una condicion que ha afectado a millones de individuos en los ultimos afios,
considerando al varén como factor Unico de esta condicién, asociado al sobrepeso, obesidad,
estrés, entre otros, y cuya prevalencia ha aumentado del 20% al 50% (Fainberg y cols. 2019).
El estrés activa el eje HPA, el cual estimula la hormona adrenocorticotrépica que incrementa la
secrecion de aldosterona (Markou y cols. 2015). En particular, el estrés psicolégico prolongado
en humanos afecta la concentracion, movilidad y morfologia de los espermatozoides (Janevic y
cols. 2014; Kyrou y Tsigos 2008).

En la rata macho, las células de Leydig expresan el receptor a mineralocorticoides (Ge y cols.
2005) y son capaces de mediar la proliferacion y maduracion de dichas células, a partir de su
interaccion con aldosterona. No obstante, ambos procesos celulares pueden ser inhibidos por
altas concentraciones de mineralocorticoides (Zhang y cols. 2018). Asi, el aumento de
aldosterona disminuye los niveles de testosterona e induce inflamacion testicular y baja calidad

espermatica en ratas jovenes (Pérez-Sanchez y cols., enviado).
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La eplerona es un antagonista especifico de aldosterona, que, tras el bloqueo del receptor de
mineralocorticoides, previno el desarrollo de fibrosis renal contralateral de animales con
obstruccion uretral unilateral, originada por aldosteronismo (Xiong y cols. 2021), inflamacion
y esteatosis hepética asociada al aumento de aldosterona inducida por estrés crénica variable
(Pérez y cols. 2024). Por ello, el presente trabajo pretende bloquear la unién de aldosterona con
su receptor, el cual vincula el estrés con los niveles elevados de aldosterona que puedan inducir

baja calidad espermatica.

4. HIPOTESIS
La eplerona revierte la inflamacion testicular mejorando la calidad espermatica epididimaria

inducida por estrés cronico variable en ratas jovenes adultas.

5.0OBJETIVOS
5.1 General
Determinar si la eplerona revierte la inflamacién testicular mejorando la calidad espermatica

epididimaria inducido por estrés cronico variable en ratas jovenes adultas.

5.2 Especificos

e Evaluar la calidad espermatica epididimaria mediante el analisis de la concentracion,
movilidad, morfologia y viabilidad espermatica.

e Analizar la presencia de estrés oxidativo, mediante la cuantificacion de ROSy moléculas

antioxidantes en espermatozoides.

e Determinar la presencia de inflamacion testicular mediante la técnica de

inmunohistoquimica, a partir de la expresion de TNF-a.

e Cuantificar el nimero de tabulos seminiferos y su circunferencia, asi como el area del
lumen y del epitelio germinativo mediante tincion de hematoxilina eosina sobre el

arreglo histoldgico testicular.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Las ratas permanecieron en
condiciones controladas de bioterio, en cajas individuales de acrilico (37 X 27 X 16 cm), con
humedad relativa de 60 £ 5% y temperatura ambiental de 22 + 2°C. Estuvieron con ciclo
invertido de luz/oscuridad (cada fase con duracion de 12 h, encendido deluz a las 8 am). Fueron
alimentadas Unicamente en dieta Chow 5001 Purina y agua a libre acceso. Los animales fueron
distribuidos en: el grupo control méas vehiculo (C + Ve; n=6) manipulado con una canula para
la administracion oral de agua, y el grupo de estrés crénico variable, al cual se le administr6
eplerona (ECV + Ep; n=6).
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Figura 11. Modelo experimental. Doce ratas macho Wistar de 51 dias de edad se distribuyeron en dos grupos
experimentales C+Ve y ECV+Ep (n=8 cada uno). Al grupo C+Ve se le administr6 durante cuatro semanas 1mL
de agua purificada como vehiculo. EI grupo ECV+Ep fue expuesto a estrés crénico variable por cuatro semanas,
empleando 5 tipos de estresores. Previo a la exposicidn estresante, se administré eplerona (100mg/Kg de peso
corporal) mediate sonda orogastrica.
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6.2 Estimulo de ECV

La exposicion al estrés cronico variable inicié en el dia 51 de edad en el grupo ECV +Ep, y se
realizd durante 4 semanas consecutivas (de lunes a viernes, en horarios distintos mostrados en
la Tabla 1), sometiendo a las ratas a cinco tipos diferentes de estrés en el orden: reduccion de
espacio en caja limpia durante 5 h, donde se colocaron 6 ratas en una caja de acrilico con
dimensiones 50 cm x40 cm x 21 cm, nado forzado en agua caliente a 28°C durante 10 minutos,
reduccién de espacio en caja sucia donde se colocaron 6 ratas en una caja de acrilico con
dimensiones 50 cm x 40 cm x 21 ¢cm, nado forzado en agua fria a 18°C durante 10 minutos, y
restriccién del movimiento durante 3 horas mediante un tubo de 6 cm X 20 cm (Pérez y cols.
2024) como se muestra en la Figura 9. Se aplico un tipo de estrés diariamente sin ser repetido

en la misma semana para evitar adaptabilidad en las ratas. Ambos grupos fueron sacrificados en

el dia81 de edad.

Tabla 1. Horarios de aplicacion de estresores en modelo de ECV.

SEMANA

LUNES

Reducciondeespacioen  Resinccion de movimiento  Nado forzado en agma fria

caja Empa (5h)
(8:00 am-100 pm)

Nado forzado en agua
caliente (25°C. 10 mm)
(300 pm-3:10 pm

Raduccidn de espacio en
Cja sucia (Sh)
10:00 am-3:00 pm)

Nado formado en agua fria
18°C, 10 min
(1:00 pm-1:10 pm)

MARTES

(3k)

<00 pm-500 pm)

suca (*h)

(10:00 am-300 pm)

Nado forzado 2n agma ftia
(18°C. 10 min)
(100 pm-1:10 pm)

Nado forzado en azm
caliente (28°C. 10 min)
(300 pm-3:10 pm)

DiA

MIERCOLES

(18°C. 10 mam)
(100 pm-1:10 pm)

¢ lmmp. (5h)
(200 am-1:00 pm)

Resmiccn de
movmsesio (3h)
(200 pm-£00 pm)

Reduccion de espacio en

caja sacha (SE)
(1000 am-3:00 pm)

JUEVES

Nado formado en 2gua
cabente (28°C. 10 mm
(300 pas-3:10 pm

Reduccion de espacio en cae Reducciin d2espacioen  Nado forzado en agna fria

18°C, 10 mm)

(1:00 pm-1-10 pm

Raduccdim de espacio en cap

mpa (5h)
(500 am-100 pm

Restnccion de movimento
(3h)

(200 pm-S:00 pm)

VIERNES

Reduccaon de espacio en
cage suca (5h)
(1000 a-300 pm)

Resmccion de movimiento
(3k

(200 pm-500 pm)

Nado forzado en agua
cabense (28°C, 10 min)
(3:00 pm-3:10 pm)

Reduccion de espacio en
cap limpaa (Sh

(500 a-1.00 pm)
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Figura 12. Estresores empleados en el modelo de estrés crdnico variable (ECV). El modelo de estrés cronico
variable se emplean cinco tipos de estresores; reduccion de espacio en cajalimpia y cajasucia, ambos aplicados
durante cinco horas, nado forzado en agua fria y agua caliente durante diez minutosy restriccion de movimiento
tres horas.

6.3 Administracion de eplerona
Al grupo ECV+Ep se le administrd por via oral eplerona como bloqueador del receptor de

mineralocorticoides. Se empled una dosis de 100 mg/kg de peso corporal. Se calculé la dosis de
eplerona a cada rata segin su peso corporal con la siguiente formula mg de eplerona =

P del 100 -, -, . , -
g0 2e arl‘;to‘z(;)x ™ También se determind la cantidad de farmaco a administrar. Se

emplearon grageas de la marca Inspra IC® de 50 mg de eplerona, cada una, con peso de 180

mg. Por lo tanto, se empled la siguiente férmula para calcular la cantidad de Insprac a

Dosis calculada de eplerona en mg x 180 mg

administrar mg de Inspra = . La cantidad calculada

50 mg

de Insprac para cada rata se diluy6 en 1 mL de agua. Dado que la eplerona alcanza su actividad
méxima entre 1.5 a 2 horas después de la administracion, fue administradade 1.5 a 2 h antes de
la exposicion a estrés Unicamente de lunes a viernes. La administracion se efectué mediante una
sonda orogastrica de 5 FR de diametro de grosor. ElI mismo procedimiento fue usado para la

administracion del vehiculo (ImL de agua purificada) en el grupo C+Ve.
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6.4 Obtencion de los testiculos

Finalizada la fase experimental en el dia81 de edad, ambos grupos de ratas fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (60 mg/kg) y posteriormente decapitados. Inmediatamente las ratas se
colocaron en posicién supina y se realizé una incision longitudinal sobre la linea media
abdominal. Se extrajeron ambos testiculos, | fueron pesados en la balanza analitica y

conservados en congelacion para su posterior analisis.

6.5 Calidad espermatica epididimaria

Se tomd una muestra de espermatozoides de la cauda del epididimo, previamente cortada (300
mg, n=6/grupo), suspendidaen un tubo de microcentrifuga que contenia 1 mL de solucion salina
amortiguada con fosfato (PBS), calentada y mantenida en bafio maria a 37 ° C en un bafio para
flotacion de tejidos (Premiere XH-1001), donde la cauda se macerd usando una hoja de bisturi
(#20) para la facilitar la difusion de los espermatozoides inmersa en la solucion. Diez minutos
después se realizaron alicuotas de 10 pL para evaluar la movilidad, viabilidad, concentracién y

morfologia.

6.5.1 Movilidad

La evaluacion de la movilidad se realiz6 mediante un microscopio Optico (Nikon ECLIPSE
E200LED MV R) utilizando 400 aumentos totales. Sobre un portaobjetos se coloco la muestra
espermatica y encima un cubreobjetos para realizar el andlisis. Se contaron los espermatozoides
en movimiento progresivo e inmdviles hasta obtener un total de 200 células; los resultados se

expresaron en porcentaje de células moviles e inmdviles.

6.5.2 Viabilidad

La prueba de viabilidad se realiz6 mediante tincion con eosina-nigrosina (De Leon-Ramirez y
cols. 2021), identificando a los espermatozoides vivos (incoloros) y muertos (con color)
presentes en el frotis espermatico. Los valores de viabilidad se expresaron en porcentaje, para
ello, se contaron 200 espermatozoides; se utilizd el objetivo de 40x del microscopio &ptico
(Nikon ECLIPSE E200LED MV R).
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6.5.3 Concentracion espermatica

Se utiliz6 la camara de Neubauer-improved (Marienfeld Superior) para realizar el conteo
celular. Inicialmente se prepard una solucion de conteo con Azul de Tripan, bicarbonato de
sodio y formaldehido (De Ledn-Ramirez y cols. 2021), y se realizaron diluciones de muestra
seminal-solucion de conteo segln el nimero de espermatozoides contados en 3 campos a 40x.
Una vez hechas las diluciones, se tomaron alicuotas de 10 puL y se vertieron en cada camara de
Neubauer (A y B), dejando reposar en medio humedo. Se contaron las células del cuadro
superior izquierdo y de acuerdo con el nimero de espermatozoides presentes, se determiné la
cantidad de cuadros centrales a contar, aplicando la misma cantidad de recuadros contados para
la cdmara A y B (De Ledn-Ramirez y cols. 2021). Ya hecho el conteo, se calculé la
concentracién espermatica en cada muestra, expresando los resultados en millones de

espermatozoides/ml de muestra.

6.5.4 Morfologia espermatica

La evaluacién de la morfologia espermatica incluyo el frotis de la muestra y se secod a
temperatura ambiente. Se afiadié hematoxilina de Harris durante 10 min, pasado este tiempo se
enjuaga en agua corriente y se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadio
eosina durante 5 minutos, se enjuagd con agua corriente y se dejé secar. Finalmente, se
agregaron gotas de cytoseal al portaobjetos y se montd la muestra para ser observada al
microscopio con objetivo de 40x. Se realizd el conteo de espermatozoides evaluando la
morfologia, usando una aplicacion digital para contar células sanguineas (WBC Counter),
considerando defectosen cabeza, pieza media o flagelar, hasta contar 200 espermatozoides. Los

resultados se representaron en porcentaje de espermatozoides para cada clasificacion.

6.6 Analisis histoldgico del testiculo

El analisis histolégico fue para el testiculo derecho. Inicialmente, se fijo durante 24 horas con
solucion de Buin. Seguido de esto, con la aplicacion de alcohol etilico en concentraciones
ascendentes de 50, 60, 70, 80, 96 y 100% se llevo a cabo la deshidratacion del tejido. Se aclaro
el tejido con xilol y alcohol xilol, y se incluy6 en Paraplast Plus, con el uso de “L” y bases de
metal. Los tiempos de tratamiento con cada solucion se establecen en el anexo 1. Posterior a la

inclusion, se realizaron cortes histologicos de Sum de grosor en forma transversal utilizando un
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micrétomo y un bafio flotador de tejidos con gelatina a 35°C. Se colocaron 8 cortes de tejido
por cada portaobjeto, se tifieron con hematoxilina-eosina y se montaron con cytoseal 60. Las
soluciones utilizadas para la tincion hematoxilina-eosina y su tiempo de aplicacion se muestran

en el anexo 2.

Se tomaron fotomicrografias con una camara OLYMPUS de 5.1 megapixeles, colocada en un
microscopio 6ptico Zeiss Imager A.1 usando el objetivo de 10x para reconstruir el corte
testicular con el programa Adobe Photoshop CS. Se hizo el muestreo aleatorio que nos indicé
que campos serian contemplado para el analisis histoldgico. Posteriormente, se fotografiaron a
40x los tubulos presentes en los campos seleccionados, se evaluo el nimero total de tabulos, la
circunferencia de cada uno de ellos, asi como el didmetro del lumen y del epitelio germinativo

de los mismos con el programa AxioVision REL 4.6 (Figura 13).

La medicion del area intersticial se realizd sobre 10 campos del corte testicular completo
previamente reconstruido, se tomaron fotomicrografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1
megapixeles colocada en un microscopio oOptico Zeiss Zeiss Imager A.1, usando el objetivo de
10x. Posteriormente, mediante el programa Adobe Photoshop CS cada campo fue colocado en
fondo blanco, contrastando con otro color cada tabulo presente, y cuantificar el area intersticial

con el programa Image J, basdndose en la diferencia de colores entre los tubulosy el intersticio.

Testiculo derecho Fijacion con Bouin y Tincion H-l
: Reconstruccion
deshidratacion I
o
' ) / Aleatorizacion y
b / evaluacion del numero
_ ‘// de tibulos seminiferos
§/ Medicion de circunterencia wbular,
Jumen tubular y epitelio germinativo

Figura 13. Andlisis histologico del testiculo.
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6.7 Técnica de inmunohistoquimica sobre expresion de TNF-a.

Se utilizaron cortes histologicos del testiculo de 5 pm de espesor previamente cortados con un
microtomo y montados en laminillas con poli-L-lisina al 10%. Fueron colocados en una solucién
de citrato de sodio 10 mM con un pH 6 durante 3 noches, conservados a 4°C. Posteriormente,
se incubaron en un horno de microondas por 10 minutos a potencia 10 y 1 minuto en potencia
maxima para la recuperacion de antigenos. Se dejaron a temperatura ambiente durante 15
minutos, y se aplicaron 3 lavados con PBS 1x a todas las laminillas por 10 minutos, para el
posterior bloqueo de peroxidasas con una solucién de peréxido de hidrogeno al 3% durante 30
minutos. Transcurrido ese tiempo, se aplicaron dos lavados a las muestras con solucion PBS
1X, y posteriormente un solo lavado con solucién de PBS Tritén (0.3% en 1X) durante 10
minutos cada uno. Se realiz6 el blogueo de uniones inespecificas a partir del suero de cabra al
3%, gelatina bovina al 0.25 % y BSA al 4 % disueltos en una solucion de fosfatos salina triton
X100 (PBS-T) al 0.3 % durante 1 hora. Se incubaron con el anticuerpo primario (Policlonal de
conejo anti-TNF-alfa, 1:250 ab9739 de abcam) a 4°C durante una noche. Posteriormente, se
realizaron lavados nuevamente con solucién PBS Triton (0.3% en 1X), y se incubd con el
anticuerpo secundario (anti-conejo de raton, 1:250 de santa cruz biotechnology) durante 2 horas
a temperatura ambiente. Se realizé el lavado del anticuerpo secundario con PBS Tritén,
aplicacion del complejo bitotina-avidina (1:100) y el revelado mediante kit de sustrato de
peroxidasa DAB (Vector Labs USA, No. cat. Sk-4100). Finalmente, las laminillas fueron

lavadas y contra tefiidas con hematoxilina de Mayer y montadas con resina de grado histoldgico.

6.8 Sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico

La determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico se suspendieron 20 pL de Tris
150 mM con pH 7.5, 90 puL de muestra espermatica epididimaria y 300 puL de acido
tiobarbiturico al 0.4% en un tubo con capacidad de2 mL. Cada alicuota fue sometida a agitacion
en vortex e incubacion a 100°C durante 45 minutos, y posteriormente a enfriamiento mediante
hielo por 2 minutos. Se afiadieron 200 uL de KCl al 1.2 % para posteriormente ser centrifugadas
durante 3 minutos a 7000 rpm (De Ledn-Ramirez y cols. 2021). Asi mismo, se realiz una curva
de calibracion a partir de una solucion stock de malondialdehido 30 uM diluida, en volimenes
ascendentes de 0, 90, 180 y 130 pL y un volumen final de 300 pL. Por ultimo, 180 pL del
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sobrenadante fueron colocados en una microplana para la lectura espectrofotométrica a 532 nm

en lector de placa BioTec modelo ELx800.

6.9 Actividad de superdxido dismutasa

Se coloc6 en una microplaca 80 pL de agua destilada, 20 pL de muestra espermatica
epididimaria, 8 pL de pirogalol 2 mM y 10 pL de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, 5 mg de MTT en 1 mL de PBS 1X). Posteriormente, fue incubada a
temperatura ambiente y en agitacion constante por 5 minutos, donde fue cubierta para evitar la
exposicion a la luz. Para culminar con el analisis se agregaron 100 pL dimetilsulféxido (De
Ledn-Ramirez y cols. 2021). Se realiz6 una curva de calibracién a partir de diluciones de 0,
15.62, 31.2, 62.5, 125,250, 500 pL de una solucion stock en un volumen final de 1000 L, y se
realizd la lectura a 550 nm en un lector de placa BioTec modelo ELx800 (De Ledn-Ramirez y
cols. 2021).

6.10 Actividad de catalasa

Se colocaron 5 pg de proteina de los extractos espermaticos epididimarios en un volumen final
de 250 pL de agua miliQ en tubos de 2 mL y se ajusté el volumen de acuerdo con cada muestra
analizada. Asi mismo, en cadatubo se afiadieron 50 pL de Tris 25 Mm pH 7.5, 500 pL de fosfato
de potasio monobésico (KH2POs) al 0.1 M, 250 pL de H202% al 0.2 M y una solucién de
dicromato de potasio al 0.16 M y &cido acético glacial en una concentracién de 1:3. Los tubos
fueron incubados a 97°C, se colocaron a temperatura ambiente para su enfriamiento, y para su
lectura en un lector de placa BioTec modelo ELx800 a 550 nm, se agregaron 200 pL en una
microplaca. Lacurva de calibracion fue realizada con H202 en concentraciones ascendentes de
0, 10, 20, 40, 80 y 160 nM (De Leon-Ramirez y cols. 2021).

6.11 Actividad potencial reductor férrico (FRP)

Se utiliz6 un método colorimétrico donde afiadieron 33 pL de suero, agua destilada de blanco o
estandar de acido ascérbico a 1 mL de solucién de potencial de reduccion férrica; esta ultima
consta de 25 mL de acetato de sodio 300 mMol/L a pH 3.6, 2.5 mL de hexahidrato de cloruro
férrico 20 mMol/L y 2.5 mL de hexacianoferrato de potasio 50 mMol/L. La mezcla de
soluciones fue incubada a 37°C por 3 minutos. La solucion blanca se leyé a 593 nm a través de

un lector de microplacas (Spectramax Plus; Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Después, se
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realizd una interpolacién a partir de una curva de calibracién con concentraciones conocidas de
acido ascorbico para cuantificar la capacidad antioxidante en la muestra (De Ledn-Ramirez y
cols. 2021).

6.12 Anélisis estadistico

Todos los datos son mostrados como la media + SEM. Se rectificd la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, posteriormente la prueba t de Student o U Mann Whitney
con el programa GraphPad Prism 5.01 (Graphpath Software, USA), y se determinaron las
diferencias significativas entre los dos grupos de estudio. En todos los casos p < 0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.

7. RESULTADOS

7.1 Indices de crecimiento
La administracion de eplerona disminuyé significativamente la ganancia de peso corporal en el

grupo ECV + EP (65.68 g + 8.53) comparado con el grupo C + VE (131.3 g £ 7.64). Asi mismo,
la ingesta de alimento fue menor en el grupo ECV + EP (8.28 + 0.26) comparado con el grupo
C + VE (9.24 £ 0.13). No se encontraron diferencias en el consumo de agua ni de peso testicular
entre los grupos. Sin embargo, el indice deadiposidad disminuyé significativamente en el grupo
ECV + EP (2.00 £ 0.33) comparado con el grupo C+Ve (3.13 £ 0.18) (Tabla 2).
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Tabla 2. Ganancia de peso corporal (g), ingesta de alimento diario (g), ingesta de agua diaria (mL), peso testicular
(9) e indice de adiposidad (g).

C+Ve, (n=6) ECV+Ep, Valordepy

(n=6) estadistico

Ganancia de peso corporal (9) 131.3+7.64 65.68 = 8.53 t(1, 10) =5.727,
p=0.0002

Ingesta de alimento (g/dia/100 9.24+0.13 8.28 £ 0.26 t(1, 10) =3.256,
g de peso corporal) p=0.0086

Ingesta de agua (mL/dia/100 g 16.48 £ 1.15 16.64 £ 0.64 t(1, 10) =0.1172,
de peso corporal) p=0.9090

Peso del testiculo de (g/100 g 0.72 £0.09 0.81+£0.08 t(1, 10) =0.7200,
de peso corporal) p=0.4626

indice de adiposidad (g/100 g 3.13+0.18 2.00 £ 0.33 t(1, 10) =2.882,
de peso corporal) p=0.0163

7.2 Calidad espermética

La administracion de eplerona previno el efecto del estrés sobre la movilidad, ya que no se
hallaron diferencias entre el grupo C+Ve (50.96 + 5.244) y el grupo ECV+Ep (38.92 +5.453) [t
(1,10) = 1.592, P= 0.1426; Figura 14A]. Tampoco se presentaron diferencias en la morfologia
normal de los espermatozoides entre los grupos C+Ve (58.67 + 8.032) y ECV+Ep (71 £ 4.015)
[t (1,10) = 1.374, P=0.1996; Figura 14B].

La eplerona no eludio el efecto del estrés sobre la viabilidad espermatica; se observd una
disminucién de espermatozoides vivos en el grupo ECV+Ep (46.50 +2.872) comparado con el
grupo C+Ve (66.17 +2.868) [t(1,10)=4.845, p=0.0007; Figura 14C]. Similares resultados
encontramos en la concentracion espermética. EI grupo ECV+Ep (7.889 +0.6834) presento
menor concentracion de espermatozoides comparado con el grupo C+Ve (14.42 +1.171) [t
(1,10) = 4.990, p= 0.0004; Figura 14D].
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Figura 14. Movilidad espermatica (A), morfologia normal de espermatozoides (B), viabilidad (C)y concentracion
espermatica (D). Los datos representan lamedia + SEM; ***p<0.001. Prueba estadistica tde Student. ECV+Ep:

grupo sometido a estrés crénico variable mas administracion de eplerona. C+Ve: grupo control mas

administracion de vehiculo.

El porcentaje de espermatozoides normales fue similar entre grupos. Sin embargo, al realizar la
evaluacion de anormalidades morfoldgicas en los espermatozoides, el grupo tratado con
eplerona (ECV+Ep) presenta menos defectos de cabeza en los espermatozoides comparado al

grupo C + Ve. Resultados similares se observaron en el conteo de espermatozoides anormales
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por defecto de pieza media en el grupo ECV + Ep comparado con el grupo control (Tabla 3).
Con respecto a los espermatozoides anormales con defecto de flagelos, no existen diferencias

entre los grupos experimentales (Tabla 3).

Tabla 3. Evaluacion de anormalidades morfologicas en los espermatozoides.

C+Ve (n=6) ECV+Ep (n=6) Valor de p y estadistico

Espermatozoides con 2.750 + t(1,10)= 2.617,
9.213 + 2.350
defecto de cabeza (%) 0.7610** p=0.0257
Espermatozoides con
) ) 0.4167 = t(1,10)= 2.346,
defecto de pieza media 2.367 + 0.8066
0.2007* p=0.0409
(%)
Espermatozoides con t(1,10)=
29.92 + 6.367 25.67 + 3.442
defecto de flagelo (%) 0.5881,p=0.5695
Morfologia normal Defecto de cabeza Defacto de pieza media Defecto de flagelo
40x 100x 100x 40x
A B C D
I'd
i .
— —— i a—

Figura 15. Anormalidades morfoldgicas del espermatozoide. Microfotografia de morfologia
normal (A), de defectos de cabeza (B), de defecto de cuello (C) y de defecto de flagelo (D).
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7.3 Estrés oxidativo

La concentracion de malondialdehido (MDA) aumenté significativamente en los
espermatozoides del grupo ECV+Ep (279.90+24.20) comparado con el grupo C+Ve
(55.07+13.00) [t (1,10) =8.077, P<0.0001], por lo que la administracion de eplerona no previno

los efectos del estrés sobre los niveles de MDA (Figura 16A).

Asi mismo, se observo que la actividad de la enzima catalasa (CAT) aumentd significativamente
en el grupo ECV+Ep (99.23+1.038) en comparacién con el grupo C+Ve (91.72+1.341) [t (1,10)
=4.429, P=0.0008; Figura 16C]. Resultados similares se encontraron con la enzima superéxido
dismutasa (SOD), que aumento en el grupo ECV+Ep (108.5£2.062), comparado con el grupo
C+Ve (38.91+4.896) [t(1,10)=13.10, P<0.0001; Figura 16B]. La actividad potencial reductor
férrico (FRP) en el grupo ECV+Ep (103.6+3.203) comparado con el grupo C+Ve
(45.52+8.5446) [t (1,10) =6.36, P<0.0001; Figura 16D]. Elmismo efectoresulté en la actividad
de la caspasa 3 (CAS 3) induciendo diferencias entre el grupo ECV+ Ep (163.8+21.60) v el
grupo C+Ve (83.64+5.627) [t(1,10 = 3.592, P=0.0037; Figura 16F] y en la concentracién de
glutation (GLUT) entre el grupo ECV+Ep (111.4+6.996) y el grupo C+Ve (94.19+1.979) y
[t(1,10)= 2.361, P=0.0399; Figura 15E]. Atribuyendo a la eplerona el aumento de MDA y las

enzimas antioxidantes.

59



[ ] C+Ve B ccv+Ep

EREg
600; _we .
E B
= §EE
még :%200
| — mn. U -
cEE 'E-ﬂ:
E_HE 't!%n.
[ 4Ce
- E_g 2004 2 § - 1004 ——
§xo ‘GE?
g~k <3
8 ] N
o 0-
150, 3 250 b
= - wEk @-
S0 E —— 52 200
T g 100 — 88
233 o <5 150
'n's‘- ryg
m‘a“‘ TR
83 g g8 100
'EEU: 507 -2
<L E E &
=
0 e = 0-
E F
250- o
s 150- . o O ——
= < T 200
ODE= E
] U‘ﬁ
v EE £
T 75 1004 €52 1504
:Un B:ﬂ.
Euh [} +1]
g9 2 E£T 100 ==
£33 z 2
EEE. [T E 1
SEE < 50
¥
= B 0-
0 0-

Figura. 16. Analisis de estrés oxidativo y enzimas antioxidantes. Cuantificacion de malondialdehido (MDA, A),
actividad enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD, B), catalasa (CAT, C), potencial reductor férrico (FRP,
D), caspasa 3 (CAS 3, E) y glutation (GLUT, F). Los datos representan la media + SEM; *p<0.05, **p<0.01,
***n<(0.001. Prueba estadistica t de Student. ECV+Ep: grupo sometido a estrés crdénico variable més
administracion de eplerona. C+Ve: grupo control mas administracion de vehiculo.ECV+Ep: grupo sometido a
estrés cronico variable mas administracion de eplerona. C+Ve: grupo control mas administracion de vehiculo.

7.4 Inmunohistoquimica
Al evaluar la presencia del marcador proinflamatorio en el tejido testicular, no presento

sefializacion (representado en color marrén) al ser comparado con un control positivo, cortes de
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bazo, como se muestra en la figura 17. Lo que indica que la eplerona previene el proceso

inflamatorio que se observa en animales estresados.

ECV+EP

40x

100x

Figura 17. Determinacion de citoquina proinflamatoria TNF-a en testiculo mediante la técnica de
inmunohistoquimica indirecta en el grupo control mas administracidn de vehiculo (C+Ve, microfotografiasa 40x
y 100xB, C, Gy H), y grupo ECV+Ep (microfotografiasa 40xy 100x D, E, | y J), utilizando como control positivo
tejido de bazo (microfotografiasa 40x y 100x A y J). C+Ve: grupo control mas administracion de vehiculoy
ECV+Ep: grupo sometido a estrés cronico variable mas administracion de eplerona.

7.5. Histologia testicular

En el analisis histoldgico testicular (Figura 19), no se hallaron diferencias en el nimero de
tubulos seminiferos entre el grupo ECV+Ep (200.7+18.58) comparado con el grupo C+Ve
(207.5+£14.18) [t(1,10)= 0.2923, P=0.7760] (Figura 18A). Se observo el mismo efecto en el area
de los tGbulos entre el grupo ECV+Ep (26212um? £1168) comparado con el grupo C+Ve
(30734pum? £2886) [U(1,10) = 7, P=0.0931] (Figura 18B), en el area de la luz tubular entre el
grupo ECV+Ep (1957um? £162.5) comparado con el grupo C+Ve (2614um? +637) [U(1,10)=
14, P=0.5887] (Figura 18C) vy del epitelio germinativo entre el grupo ECV+Ep (24263un?
+1216) comparado con el grupo C+Ve (28127um? +£2319) [U(1,10)= 7, P=0.0931] (Figura
18D).
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Laevaluacion del area intersticial no mostré diferencias significativas entre los grupos ECV+Ep
(177916pum?+16245) y el grupo C+Ve (142216 um?+6129) [t(1,10)= 2.056, P=0.051] (Figura

18E).
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Figura. 18. Analisis histol6gico testicular. Nimero de tibulos seminiferos (A), area tubular, (B), area de la luz
tubular (C), area del epitelio germinativo (D) y &rea intersticial (E).. Los datosrepresentan la media £ SEM en
pruebaestadistica tde Student (Ay E) y U Mann Whitney (B, C y D). ECV+Ep: grupo sometido a estrés crénico
variable mas administracion de eplerona. C+Ve: grupo control mas administracion de vehiculo. ECV+Ep:
grupo sometido a estrés crdénico variable mas administracion de eplerona. C+Ve: grupo control mas
administracién de vehiculo.

62



Figura. 19.Evaluacion de la morfologia testicular mediante tincién de hematoxilinay eosina. En el grupo control
mas administracion de vehiculo C+Ve, microfotografiasa 10x (A), 40x (C) y 100x (E y G), y grupo ECV+Ep
microfotografiasa 10x (B), 40x (D) y 100x (F y H). C+Ve: grupo control mas administraci6n de vehiculoy
ECV+Ep: grupo sometido a estrés cronico variable mas administracion de eplerona.
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8. DISCUSION

El presente estudio, realizado en ratas Wistar jovenes adultas, se evalu6 la participacion de
aldosterona elevada inducida por estrés crénico, sobre la calidad espermatica y la inflamacion
testicular, al bloquear los receptores de mineralocorticoides mediante la administracion de un

farmaco antagonista, la eplerona.

Los resultados obtenidossugieren que la administracion de eplerona en el grupo ECV+Epaltera
parametros de crecimiento como ganancia de peso corporal e indice de adiposidad. Waday cols.
(2017), han evaluado los efectos de la eplerona sobre el tejido adiposo en ratas, mostrando que
el uso del antagonista del receptor de mineralocorticoide reduce el peso corporal, asi como la
acumulacion de este tejido, mejorando el metabolismo energético. Dicha reduccion se debe a la
presencia de receptores a mineralocorticoides en tejido adiposo y su bloqueo con dicho
antagonista ha resultado en la reduccion del tamafio del adipocito, asi como el aumento en la

produccion de adiponectina, que estimula la oxidacion de &cidos grasos.

Estos hallazgos indican que la activacion de RM por aldosterona en el tejido adiposo
desencadena efectos negativos sobre el metabolismo v, al ser blogqueados con eplerona, rompe
un ciclo vicioso de trastornos metabdlicos generados por dicha hormona (Hirata y cols. 2009).
Los niveles elevados de aldosterona potencializan la expresion de los componentes del sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), asi como del RM en tejido adiposo, por lo que, la
disminucion del peso corporal y del tejido adiposo, propiciado por la eplerona, parte de la
inhibicion de la activacion del RAAS, asi como del RM y su expresién. Cabe mencionar que la
eplerona ejerce efectos inhibitorios sobre la proliferacion de células adipocitos al bloquear RM
(Vecchiola y cols. 2020).

Se encontro que tanto de la viabilidad como de la concentracion espermética disminuyeron en
el grupo estresado con la administracion deeplerona. Esto indica que no se previenen totalmente
los efectos del estrés sobre la calidad de los espermatozoides. Actualmente, escasos trabajos
indican que la administracién de eplerona afecta de manera adversa la calidad espermatica o al
testiculo, dado que posee menor afinidad por receptores de andrégenos en comparacion con
otros antagonistas del receptor de mineralocorticoides (De Gasparo y cols. 1987). Sin embargo,

se ha mostrado en perros que al inducir el bloqueo de RM con la administracion de eplerona, el
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tamafo y peso de la glandula prostatica disminuye conforme aumenta la dosis (Levin y cols.
2013). Ademas, Levin y cols. (2013) mostraron que el volumen de eyaculado también es menor
en los perros tratados con eplerona, sin alterarse la testosterona sérica, ni los parametros de la
calidad espermaética. Este resultado sugiere que las afecciones encontradas sobre la prostata
fueron ocasionadas por el bloqueo de receptores de andrégenos, debido a las elevadas dosis
administradas de eplerona, siendo este farmaco capaz de desplazar la actividad androgénica

pudiendo alterar la reproduccién en machos.

Asi mismo, se observo tras administrar espironolactona, que posee mayor afinidad por los
receptores de andrdgenos que eplerona, los espermatozoides obtenidos de la cauda del
epididimo no se vieron afectados en morfologia, movilidad ni viabilidad (Wong y Lee 1982),
Sin embargo, la concentracion de espermatozoides disminuye, efecto similar al que encontramos
en la evaluacion espermatica en el grupo de ECV+ EP en la presente investigacion, ya que los
antagonistas del RM como espironolactona y EP en la cauda del epididimo desregulan la
concentracion de iones potasio y sodio, aumentando el liquido intraluminal epididimario y

diluyendo la concentracion de espermatozoides (Wong y Lee 1982).

Turner y Cesarini (1983) tuvieron resultados similares al evaluar la concentracion de
espermatozoides a lo largo del epididimo en ratas, a las cuales se les inhibié la actividad
mineralocorticoide de aldosterona con un antagonista de su receptor, Ellos propusieron que es
la bomba sodio/potasio la encargada del intercambio electrolitico en el epididimo. Wong y Lee
(1982) observaron que los antagonistas de aldosterona pueden alterar la concentracion
electrolitica, principalmente en la cauda epididimaria, y podrian afectar su capacidad para
concentrar espermatozoides, afiadiendo que a lo largo del epididimo se obtiene la maduracion y
movilidad de los gametos masculinos, y es en la cauda epididimaria donde inician un estado de

reposo.

De igual forma, Wong y cols. (1981) observaron que el estadode reposo espermatico en la cauda
del epididimo se debe a la gran cantidad de iones K* presentes en esa region, lo que permite la
inmovilizacion durante su almacenamiento. Esto favorece mayor concentracion de gametos

masculinos, que se altera por la ausencia de aldosterona, disminuyendo iones K*en la luz de la
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cauda. Asi, es posible que la aldosterona participe en la regulacion de la maduracion y

almacenamiento de los espermatozoides en el epididimo.

Por otro lado, los resultados de estrés oxidativo obtenidos hacen hincapié en que la
sobreactividad antioxidante se induce al aumentar niveles de SOD, CAT, GLUT y FRP, asi
como elevacion de caspasas y MDA en el grupo ECV+Ep, afiadiendo que disminuye la
viabilidad y concentracion espermatica en el grupo tratado con eplerona. No obstante, la baja
movilidad espermatica asociada al estrés cronico fueron prevenidas por la administracion de
eplerona. Se ha evidenciado que niveles elevados de ROS provocan una sobreactividad
mitocondrial resultando en la generacion de ATP indispensable para el movimiento
espermatico, sumado a las alteraciones morfologicas que se producen por el estrés cronico
variable principalmente en la cabeza y el flagelo del espermatozoide (Pérez-Sanchez y cols.,
enviado) son prevenidos en el grupo ECV+Ep, favoreciendo el correcto desplazamiento

espermatico.

No se observO marcaje de expresion de la citoquina proinflamatoria TNF-a en el epitelio
germinativo ni en el espacio intersticial, indicando que la eplerona inhibi6 el proceso
inflamatorio inducido por el estrés. Dey cols. (1993) mostraron que, en condiciones fisiologicas
basales, la expresion de TNF-a en el testiculo es normal. Sin embargo, la sobreexpresion puede
indicar respuesta inmunoldgica hacia algin patégeno o proceso inflamatorio. La citoquina es
liberada principalmente por espermétidas redondas y espermatocitos paquitenos en el tdbulo

seminifero y en espacio intersticial por macréfagos y monocitos.

También se ha mostrado la expresion de esta citoquina en las células de Leydig, que intervienen
en la respuesta inmunoldgica del testiculo a partir de la expresion de receptores de
reconocimiento de patrones especificos como receptores de tipo toll, TLR3 y TLR4
principalmente, capaces de activar la via de sefializacion de NF-kb, para la posterior produccién
de citoquinas proinflamatorios como TNF-a (Shang y cols 2011). Sin embargo, la eplerona es
capaz de reducir la expresion de TNF-o y mantener, en condiciones normales, la fosforilacion
de NF-kB (Waday cols. 2017), asi como la atenuacion de estrés oxidativo en el corazon (Reddy
y cols. 2015), rifién y tejido adiposo (Waday cols. 2017). Estos hallazgos apoyan los resultados

en la expresion de TNF- o en tejido testicular en el grupo ECV + EP.
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Dado los resultados contradictorios que obtuvimos sobre el estrés oxidativo, asi como
disminucion en algunos parametros de la calidad espermatica, se sugiere que, a causa del tiempo
y dosis de administracion, la eplerona logra unirse a receptores de andrdgenos (RA),
desplazando a la testosterona, ya que los receptores de andrégenos en el espermatozoide se
encuentran principalmente en el nucleo, la membrana de la cabeza y mitocondrias, y en el
testiculo en las células peritubulares y células de Sertoli. Los RA desempefian actividad en la
supervivencia y capacitacion espermatica mediante la via de sefalizacion PI3K/AKT
relacionada a la concentracion de andrégenos. Asi mismo, la eplerona es capaz de expresar y
modular los componentes de la via PI3K/Akt (Mahajan y cols. 2018), entre estos los

proapoptoéticos, siendo posible via por la cual se induzca la muerte celular y estrés oxidativo.

También los RA son indispensables en el proceso de espermatogénesis, tras modular actividad
androgeénica en las células de Sertoli y las células mioides peritubulares que, al bloquearse por
eplerona, pueden inhibir su actividad. De Gendty cols. (2004) encontraron que, al desactivar
selectivamente los RA en células de Sertoli en ratones, no altera la cantidad de estas células
sobre el epitelio germinativo. Sin embargo, disminuye el nimero de espermatocitos y
espermatidas redondas, ocasionando una detencion de la division meidtica en la
espermatogénesis, efectos asociados a la apoptosis celular, y baja expresion de genes que

promueven el desarrollo de las células germinales.

Resultados similares encontraron Chang y cols. (2004) al desactivar selectivamente los RA en
las células de Sertoli, observando alteraciones en parametros de la calidad esperméatica como
concentracion, viabilidad y movilidad en espermatozoides epididimarios. Asi mismo,
determinaron que la espermatogénesis es detenida antes de la primera division meidtica al
observarse poca poblacion y diferenciacion celular en el epitelio germinal, aunado al aumento
en la densidad celular apoptotica, efecto que contribuye a la detencion del proceso
espermatogénico. Zhang y cols. (2006) encontraron que al desactivar RA en células mioides
peritubulares del tejido testicular, disminuye el 57% del recuento total de espermatozoides
epididimarios, sin alterar otros parametros de la calidad espermatica ni la densidad celular del

epitelio germinativo, debido a que las células mioides juegan un papel indispensable sobre las
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funciones de las celulas de Sertoli y la contractibilidad del tabulo seminifero para el transporte

de los espermatozoides hacia el epididimo, ralentizando este proceso.

Estos hallazgos sugieren que cuando eplerona bloquea los receptores androgénicos, es capaz de
inhibir su actividad, indispensable para la espermatogénesis, espermiogénesis y maduracion de
los gametos masculinos, induciendo un proceso apoptotico, tras la detencion del ciclo celular, y
por consiguiente la disminucion en la concentracion y viabilidad espermatica obtenida en el
grupo ECV+Ep. La espermiogénesis también es regulada por la actividad de los andrdgenos,
capaces de regular a otras vias de sefializacion como el del sistema renina-angiotensina, que es
fundamental en la reproduccion masculina. Se ha mostrado que la testosterona promueve la
expresion del receptor de angiotensina 11 detipo 1 (AT1) en el epididimo de rata, permitiendo

la secrecion de aniones en dicho 6rgano, asi como la secrecion de fluidos (Leung y cols. 2002).

Ademas, la angiotensina Il participa en la formacién, maduracién y capacitacion del
espermatozoide. Sin embargo, al blogquear RA que median su actividad en el testiculo puede dar

lugar a gametos disfuncionales.

Asi mismo, al bloquear a los receptores de mineralocorticoides con eplerona, la aldosterona
sérica incrementa (Levin y cols. 2013) y desencadena mecanismos de retroalimentacion
negativa del eje, resultando también en la disminucion de los componentes del RAAS,
sugiriendo que esos Ultimos al participar en la formacion y maduracién espermatica, y reducir
sus niveles, la morfologia espermatica normal sea alterada, conduciendo a la aparicion de estrés
oxidativo y apoptosis en espermatozoides del grupo ECV+Ep, propiciando baja concentracion

y viabilidad en los gametos asi como menor defectos morfoldgicos observados en este grupo.

Las alteraciones producidas sobre la calidad espermatica a partir de un modelo de estrés cronico
variable en ratas macho jovenes no se previenen por completo con la administracion deeplerona
en dosis de 100 mg/kg de peso corporal, farmaco antagonista del receptor de
mineralocorticoides, ya que induce un estado de estrés oxidativo y muerte celular de los
espermatozoides, afectando directamente la viabilidad y concentracion espermatica. ES
importante evaluar la histologia del epididimo, asi como analizar los efectosde la eplerona sobre

la fertilidad y arreglo testicular y epididimario en ratas macho, administrando dosis méas bajas
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de eplerona (25 mg y 50 mg/kg de peso corporal/dia), asi establecer con certeza el posible

mecanismo ejercido por el farmaco sobre la calidad espermética.

9. CONCLUSION

La administracion de eplerona en dosis de 100 mg/Kg de peso corporal revierte los efectos del
ECV sobre la movilidad y morfologia de los espermatozoides disminuyendo las anormalidades,
asi como en la inflamacién testicular. Sin embargo, hubo un efecto citotoxico que incremento
el estrés oxidativo y la apoptosis celular en los espermatozoides epididimarios, disminuyendo
la concentracion espermatica. Esto sugiere que los efectos adversos inducidos por la alta dosis
de eplerona sean generados sobre el funcionamiento epididimario, tras el bloqueo del receptor

mineralocorticoide.

10. PERPECTIVAS

Es necesario evaluar la calidad espermatica administrando dosis méas bajas de eplerona, 25y 50
mg/Kg de peso corporal, asi como la histomorfometria epididimaria, dado que, al no alterarse
el arreglo histoldgico testicular, posiblemente los efectos encontrados en la disminucion de la
calidad espermatica se deban al epididimo. Cabe enfatizar que, en el segmento inicial, cabezay
cauda epididimarias hay mayor expresion de receptores a mineralocorticoides, cuya actividad

es indispensable para la maduracion y almacenamiento espermatico.
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33. EFECTO DE LA EPLERONA SOBRE LA CALIDAD ESPERMATICA EPIDIDIMAL EN
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Rodriguez-Antolin J, Nicolas-Toledo L2.
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En la rata, hemos mostramos que el estrés aumenta los niveles de aldosterona, disminuye la
concentracion de testosterona sérica y baja concentracién espermatica, movilidad, viabilidad.
Se ha reportado que las células de Leydig tienen receptores de aldosterona y dicha hormona
regula el equilibrio de liquidos y electrolitos en el epididimo. Ademas, el aumento de
aldosterona inhibe la proliferacién y maduracién de las células de Leydig. El presente trabajo
pretende bloguear la unién de aldosterona con su receptor, el cual vincula el estrés y los
niveles elevados de aldosterona que puedan inducir baja calidad espermatica en ratas
jévenes, con un farmaco antagonista. Ratas machos Wistar de 51 dias de edad, se asignaron
de manera aleatoria en dos grupos (6/grupo): grupo control (C) y grupo estrés crénico (SC),
los cuales tuvieron acceso libre a agua simple y dieta Chow 5001 purina. Dos horas antes del
estimulo del estrés fue administrada la eplerona. El estrés crénico consistié en exponer a la
rata a 5 diferentes tipos de estrés en diferentes horarios durante 4 semanas: reduccion del
espacio con caja limpia (5 horas) y con caja sucia (5 horas), nado forzado en agua caliente
(28 °C) y en agua fria (18 °C) (10 minutos) y restriccién de movimiento (3 horas). Al final del
experimento se realizd la eutanasia. Inmediatamente se extrajo una muestra de
espermatozoides de la cauda epididimal (en solucién salina tamponada con fosfato) para la
evaluacién de la calidad espermatica. En conclusién, el bloqueo de aldosterona revirtid
parcialmente los efectos del estrés crénico sobre la calidad espermética y potencié los efectos
del estrés oxidativo.
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Influence of chronic stress on oxidative stress in epididymal
spermatozoa of young rats
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In adult rats, chronic stress has been reported to affect spermatogenesis, with the loss of
gemn cells and the initio of an apoptotic process. We have found that chronic stress
increases aldosterone levels in young adult rats. Leydig cells have aldosterone receptors,
and this hormone is a regulator of fluid and electrolyte balance in the epididymis. In addition,
the proliferation and maturation of the Leydig cells are inhibited by an increase in
aldosterone. The present study aimed to evaluate the effects of elevated aldosterone levels
induced by chronic stress on oxidative stress and sperm quality. Eplerenone, a selective
aldosterone blocker, was used. Two experiments were designed. The first consisted of
control and chronic unpredictable mild stress (CUMS). The second consisted of control +
vehicle (C + veh), CUMS + eplerenone (CUMS + EP, 100 mg/ kg/dia of eplerenone diluted
in 1 mL of tap water). On postnatal day 51, eplerenone was administered orally through a
gastric tube two hours before the start of the stress. The stress stimuli consisted of 5 different
stimuli: reduction of space in a clean cage for 5 hours, restriction of movement for 3 hours,
forced swimming in cold water for 10 minutes, forced swimming in warm water for 10
minutes, and reduction of space in a dirty cage for 5 hours. The order of the stressor stimuli
was different during each week, excluding the weekend. In the first experiment, sperm
motility, viability, concentration, and morphology were lower the JE4 group than in the control
group. In the JE4 group, SOD activity was lower than in the control group. At the same time,
the CAS3 activity was higher compared to the control group. In the second experiment,
sperm viability and sperm concentration were lower in the JE4 + EP group than in the control
+Veh group. In the JE4 + EP group, TBARS, SOD, CAT, and CAS3, were higher than in the
control group + Veh group. In condusion, aldosterone is increased by chronic stress-induced
oxidative stress however, the eplerenone potentiates oxidative stress, sperm cell death, and
thus reduced sperm quality.

z§ Sept 26-29, 2023, Tlaxcala, Tlaxcala. México ( )
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R35-2024M. EL CONSUMO DEL PROBIOTICO LACTIPLANTIBACILLUS
PLANTARUM 299V PREVIENE LA BAJA CALIDAD ESPERMATICA
EPIDIDIMAL INDUCIDA POR ESTRES CRONICO EN RATAS MACHO
PERIPUBERALES. Osorio Pérez TG, Pérez Sanchez E, Nicolas Toledo L

'Maestria en Ciencias Bioldgicas. Universidad Auténoma de Tlaxcala. “Centro Tlaxcala de
Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala

En la rata macho peripuberal, el estrés cronico por restriccién de movimiento incrementa la
concentracion de corticosterona sérica. La corticosterona elevada ha sido asociada con el
aumento de estrés oxidativo e inflamacion testicular que causan baja calidad espermatica.
El probiético Lactiplantibacillus plantarum 2839V (LP289v) tiene efectos antiinflamatorios
sistémicos y antioxidantes. La cepa LPP101 reduce la inflamacidén testicular y estrés
oxidativo inducido por ingesta de aicoho en ratas adultas. El abjetivo del presente estudio es
evaluar si el consumo de LP299V previene la disminucién de la calidad espermatica y las
alteraciones morfoldgicas en el esperma epididimario Inducido por estrés crénico por
restriccion de movimiento en la rata macho peripuberal. Ratas macho de la cepa Wistar de
21 dias de edad, fueron asignadas en 4 grupos (n=5/grupo): control mas vehiculo (C+Veh),
control mas probidtico (C+Pro), estrés mas vehiculo (St+Veh) y estrés mas probidtico
(St+Pro). Los grupos C+Veh y C+Pro no fueron perturbados durante el experimento, exceplo
para registrar el peso corporal, ingesta de agua y alimento. Los grupos estresados se
sometieron a estrés por restriccidn de movimiento utilizando un tubo rigido por una hora
durante 5 dias/semana durante 4 semanas. El probidtico o vehiculo (500 pL) se proporciond
mediante una jeringa de insulina via oral durante 4 semanas. A los 51 dias de edad se realizd
la eutanasia y extraccién de espermatozoides de la cauda epididimaria para evaluar la
calidad espermatica. El estrés crénico redujo la molilidad, viabilidad y concentracién
espermatica y provocd anormalidades morfologicas en cabeza y flagelo. El consumo del
probidtico LP2869V previno la baja calidad espermatica y redujo las anormalidades
morfolégicas de la cabeza y flagelo. En conclusion, el consumo de LP299V previene los
efectos deletéreos sobre la calidad espermatica a temprana edad.
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EL HIPERALDOSTERONISMO INDUCIDO POR ESTRES CRONICO CAUSA
REDUCCION DE LA CALIDAD ESPERMATICA MEDIANTE LA INDUCCION DE
INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO EN LA RATA MACH JOVEN

Osorio Pérez TG', Pérez-Sanchez E2, Corona-Pérez A*. Lucio RA?, Rodriquez-Antolin
F, Nicolas-Toledo L°.

'Maestria en Ciencias Biolégicas. Universidad Auténoma de Tiaxcala *Centro
Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Universidad Autbnoma de Tiaxcala.
*Licenciatura en Nutricién. Unidad Académica Multidisciplinaria Calpulalpan, UATx.

En humanos, se observé una disminucidn de la calidad espermatica desde 1938 hasta
2019, asociada al estilo de vida. El estrés cronico es un factor de riesgo relacionado
con la disminucién de la fertilidad masculina. En ratas, hemos mostrado que el estrés
crénico leve e impredecible (ECLI) provoca un incremento de aldosterona, mas que
de corticosterona. Ademas, se asocla con inflamacién y fibrosis que Inducen dafio
renal y hepatico. Hasta ahora, no se conocen los efectos de la aldosterona sobre la
calidad espermatica en Individuos con estrés crénico. La hipdtesis de este trabajo es
que el hiperaldosteronismo inducido por ECLI provoca una reduccién de la calidad
espermatica, induce Inflamacién testicular y estrés oxidativo en el esperma
epididimario de la rata macho joven. Se usaron 16 ratas macho Wistar de 51 dias de
edad, asignadas de manera aleatoria en dos grupos (8 por grupo): el grupo control
(C) no fue perturbado durante el experimento, mientras que al grupo ECLI se le aplicd
el paradigma de estrés crénico leve e Impredecible una vez al dia a diferentes horas,
sin repeticion de la secuencla estresante durante cuatro semanas. Al final del
experimento, se obtuvo suero para medir la testosterona sérica. En el testiculo, se
analizé la histomorfometria y se identificod la expresién del factor de necrosis tumoral
alfa. De [a cauda epididimaria se extrajeron espermatozoldes para evaluar la calidad
espermatica y el estrés oxidativo. En el grupo ECLI se redujeron la testosterona
sérnica, la motilidad, la concentracidn y la viabilidad. En los espermatozoides se
cbservaron anormalidades en cabeza y flagelo, asi como inflamacién testicular y
estrés oxidativo epididimario. En condusién, el estrés cronico induce
hiperaldosteronismeo, inflamacién testicular y estrés oxidativo epididimario, lo que
provoca la reduccion de la calidad espermatica.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Soluciones empleadasy su tiempo de aplicacion para la deshidratacion de tejido testicular.

SOLUCION TIEMPODEAPLICACION
ETANOL AL 50% 20 min
ETANOL AL 60% 20 min
ETANOL AL 70% 30 min
ETANOL AL 80% 30 min
ETANOL AL 96% 30 min
ETANOL AL 100% 30 min

ALCOHOL-XILOL 30 min
XILOL1 30 min
XILOL 2 30 min

PARAPLUST I 12h
PARAPLUSTII 13h
PARAPLUST I 18 h

Anexo 2. Soluciones empleadasy su tiempo de aplicacion para tincion de hematoxilina-eosina.

DESPARAFINAR Xilol 1 5 min
Xilol 2 5 min

Etanol:Xilol 5 min

HIDRATACION Etanol 100% 5 min
Etanol 100% 5 min

Etanol 96% 3 min

Etanol 80% 3 min

Etanol 60% 3 min

Agua destilada 3 min



Hematoxilina de Harris 11 min

Agua corriente 40s
CONTRASTE Etanol 4cido 40 s
Agua destilada 40s
AZULEAMIENTO Etanol amoniacal 3-4 min
Agua destilada 40s
DESHIDRATACIO Etanol al 96% 40 s
N
Etanol al 96% 40s
Etanol al 100% 30s
Etanol al 100% 30s
Etanol: Xilol 10s
Xilol 10s
Xilol 10s
MONTAJE Cytoseal TM

Anexo 3. Prueba de inmunohistoquimica. Reactivosy tiempos de aplicacion.

Destape de ag Citrato de sodio 10mM pH6 3 noches
3 lavados PBS 1X 10 min c/u
Bloqueo de .
. H202 3% 30 min
peroxidasa
2 lavados PBS 1X 10 min c/u
1 lavado PBS Triton 0.3%en 1X 10 min
Bloqueo
) o NSG 5% 1 hora
inespecifico
Ac Primario TNF-a 1:500 1 noche
3 lavados PBS Triton 0.3%en 1X 10 min c/u
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Ac secundario

2 lavados
1 lavado

Complejo
enzimatico
3 lavados

Revelar

Anti-conejo de
raton
PBS Triton
PBS

AB

PBS
DAB en H202

1:100

0.3% en 1X
1X

1:200

1X
1:200 en 0.3%

2 horas

10 min c/u

10 min

1 hora

10 min c/u
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