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Resumen

La infertilidad se ha definido como una problematica médica y social que afecta al 15% de parejas en
el mundo, el hombre es considerado como factor Unico del problema en un 50% de los casos. Existen
multiples factores que pueden generar infertilidad masculina, entre ellos, el estrés crénico. Los
estimulos estresores activan el eje hipotalamo hipd&fisis adrenal, que sintetiza corticosterona en ratas
y cortisol en humanos. Sin embargo, la corticosterona no es la Gnica hormona que aumenta ante un
evento estresante. En ratas jovenes hemos mostrado que la aldosterona aumenta con el estrés crénico,
no asi la corticosterona. Se desconocen los efectos del estrés cronico variable sobre la organizacion
histoldgica e inflamacion testicular y el estrés oxidativo espermatico. Por ello, el objetivo de este
trabajo es evaluar si el estrés crénico variable afecta la actividad de enzimas antioxidantes
epididimales, la organizacion histologica e inflamacion testicular, y con ello, evaluar sus efectos sobre
la calidad espermatica y las concentraciones de testosterona en ratas jovenes. Se distribuyeron 14
ratas machos Wistar de 21 dias de edad, en dos grupos: control (C) y estrés cronico variable (ECV),
los cuales tuvieron acceso libre a agua simple y dieta Chow 5001 purina. A los 51 dias de edad fue
aplicado el estrés cronico durante 4 semanas, éste consistié en exponer a la rata a 5 diferentes tipos
de estrés en diferentes horarios: reduccién del espacio con caja limpia (5 horas), nado forzado en agua
caliente (28 °C/ 10 min), reduccidn del espacio con caja sucia (5 horas), nado forzado en agua fria
(18 °C/ 10 min) y restriccion (3 horas). Al dia 81 de edad los animales fueron sacrificados, se evalu6
la calidad espermética, la medicion de testosterona y se obtuvo el testiculo izquierdo para la
evaluacion histoldgica. Para el estrés oxidativo se evaluaron SOD, CAT y TBARs. Se realiz6 un
Western Blot para la semicuantificacion de TNF- o en tejido testicular. Todos los datos se evaluaron
mediante una t de student. En el analisis histolégico no hubo cambios en ninguno de los pardmetros
evaluados. En el grupo ECV, disminuyd la concentracion de testosterona sérica, la concentracion
espermatica, movilidad, viabilidad y cambios en la morfologia espermética comprado al grupo
control. La expresion de TNF-a fue mayor en el grupo ECV tanto en la inmunohistoquimica como
en la semicuantificacion con Western Blot. Las enzimas antioxidantes como CAT y SOD asi como
TBARS, fueron disminuidas en el grupo de ECV con respecto al control. En conclusion, el estrés
cronico altera la calidad espermatica, el estado antioxidante en el epididimo y la generacién de

inflamacion testicular, el cual puede influir en la fertilidad masculina.

vii
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INTRODUCCION

La infertilidad es un problema médico y social que afecta al 15% de parejas en el mundo y puede
afectar tanto a hombres como a mujeres (Sharlip y cols. 2002). La infertilidad se refiere a la
incapacidad de lograr un embarazo en el lapso de un afio, en parejas con vida sexual activa y sin
el uso de métodos anticonceptivos (Katz y cols. 2017). EI hombre es considerado como factor
unico del problema de infertilidad en el 50% de los casos, de los 186 millones de personas
infértiles en el mundo, mas de la mitad son pacientes masculinos (Inhorn y Patrizio, 2015;
Winters y Walsh, 2017). Muchos procesos fisioldgicos son requeridos para que los individuos
sean fértiles. En tales procesos participan diferentes sistemas, por ejemplo, endocrino, nervioso,
e inmunoldgico, etc., los cuales ayudan a llevar a cabo la espermatogénesis de manera correcta
y por ende observar una buena calidad espermatica. Existen diversos factores que pueden alterar
la calidad del semen y con ello, disminuir la fertilidad masculina. Uno de ellos, que ha sido poco
estudiado es el estrés crdnico, el cual afecta directamente a la espermatogénesis debido a que

las células germinales son susceptibles a factores estresantes (Shen y cols. 2020).

Los estimulos estresores activan el eje hipotdlamo hipofisis adrenal (HPA), que sintetiza
glucocorticoides especificamente corticosterona en las ratas y cortisol en humanos. Al aumentar
su concentracién pueden iniciar un proceso de apoptosis en las células de Leydig en la rata
adulta, ademas de que el estrés crénico disminuye el area del tubulo seminifero, alterando asi la
espermatogénesis (Retana-Marquez y cols. 2014). EIl estrés es un conjunto de alteraciones
fisicas y/o psicolégicas que desequilibran el balance homeostético, dependiendo del tiempo de
exposicion a éste se clasifica en agudo o crénico. El estrés agudo es de exposicion corta mientras
que el estrés crénico es de exposicion larga y trae consecuencias a diferentes niveles en el
organismo a largo plazo. Uno de ellos es la generacién de estrés oxidativo definido como el
conjunto de alteraciones en el equilibrio pro-/antioxidante (Daenen y cols. 2019) que a su vez
afecta los niveles de enzimas antioxidantes. De esta forma se genera dafio oxidativo en la
membrana lipidica de las células germinales y espermatozoides, debido a que son vulnerables

por su alto contenido de acidos grasos poliinsaturados de su membrana (Nirupamay cols. 2013).



Sin embargo, la corticosterona no es la Gnica hormona que aumenta ante un evento estresante.
En ratas jovenes hemos mostrado que la aldosterona aumenta con el estrés cronico (Sanchez-
Solis y cols. 2020). La aldosterona es una hormona que ha sido estudiada con mayor precision
para entender su participacion fisiologica y fisiopatologica renal. Sin embargo, se sabe que la
aldosterona regula el equilibrio de liquidos y electrolitos en el epididimo (Roy y cols. 2013). Al
utilizar un modelo de estrés cronico variable en ratas jovenes hemos encontrado que aumenta
significativamente la aldosterona no asi los niveles de corticosterona. A su vez observamos la
disminucion en la viabilidad, motilidad y concentracion espermatica sin efectos sobre el estrés
oxidativo testicular (Hernandez-Cano, 2021). Esos hallazgos sugieren que el estrés cronico
variable afecta la calidad espermaética posiblemente regulado por la aldosterona. Sin embargo,
los efectos del estrés cronico variable, sobre la organizacion histologica e inflamacién testicular
y el estrés oxidativo espermatico se desconoce. Dicho esto, el objetivo de este trabajo es evaluar
si el estrés cronico variable afecta la actividad de enzimas antioxidantes en los espermatozoides

epididimales, la inflamacion testicular, los niveles de testosterona y la organizacion histoldgica.
1.1 Anatomia y celularidad testicular

Los testiculos son las gonadas masculinas en hombres (Figura 1), son estructuras reproductivas
que tienen funciones tanto endocrinas como exocrinas y practicamente no difieren en cuanto a
la anatomia de los testiculos de la rata, se encuentran cubiertos por la bolsa escrotal y estan
separados por el tabique escrotal, su tamafio varia considerablemente entre individuos, aunque
el promedio se encuentra entre los 3 a5 cm de longitud y de 2 a 3 cm de ancho en el humano y
en la rata entre los 2 cm de longitud y 1.4 cm de ancho (Enciclopedia Britanica, 2010; Tiwana
y Leslie, 2021; Vaamonde y cols. 2022).
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Figura 1. Anatomia del testiculo. Se muestran los diferentes componentes anatomicos del testiculo. Modificado de
Enciclopedia Britanica (2010).

El testiculo se encuentra cubierto por la tlnica albuginea, es una capsula de tejido conjuntivo
que emite tabiques que convergen hacia el centro para finalmente unirse en el mediastino
testicular, dichos tabiques dividen al testiculo en l6bulos, en el interior de estos I6bulos se
encuentra el parénquima testicular, el cual contiene dos espacios o compartimentos, el
intersticial y el espacio de los tibulos seminiferos. En el intersticio se encuentran las células de
Leydig que producen testosterona, también hay macréfagos, vasos linfaticos, vasos sanguineos,
fibras nerviosas y fibroblastos (Figura 2) (Mori y Cristensen, 1980). Por otro lado, los tabulos
seminiferos se encuentran limitados por las células mioides peritubulares, el endotelio linfatico
y otros elementos acelulares que en conjunto forman una lamina la cual rodea a los tdbulos. La
funcion de las células mioides peritubulares se desconoce, aunque se ha descrito que su principal
funcién es la contractilidad, generando un tipo de fuerza motriz que ayuda a la propulsion de

los espermatozoides hacia el lumen de los tibulos seminiferos. Sin embargo, investigaciones



recientes han mostrado que participan en el crecimiento testicular postnatal (Holstein y cols.
1996; Nurmio y cols. 2012).

Intersticio

Figura 2. Estructura testicular. Se muestran los diferentes componentes celulares del testiculo. BL, ldmina basal;
BHT, barrera hematotesticular; EE, espermatida elongada; CMP, células mioides peritubulares; EP, espermatocito
primario; ER, espermatida redonda; E, espermatogonia; ES, espermatocito secundario; TS, tabulo seminifero; CL,
célula de Leydig; MC, mastocito; CD, célula dendritica; T, célula T; M@, macréfago y VS, vaso sanguineo.
Modificado de Zhao y cols. 2014.

Los tubulos seminiferos son la unidad funcional del testiculo, estdn formados principalmente
por las células de Sertoli y las células germinales en sus diferentes etapas las cuales dan origen
a los espermatozoides (Mruk y Cheng, 2015; Nakata y cols. 2015). A las células de Sertoli se
les atribuye varias funciones, entre ellas, la secrecidn de glicoproteinas como inhibina B y la
hormona antimlleriana (AMH), de proteinas de unidn a andrégenos y otras sustancias de accion
endocrina y/o paracrina, asi como funciones de apoyo y troficas para las células del epitelio
seminifero, el transporte de espermatidas maduras hacia el lumen, fagocitosis, entre otras
(lliadou y cols. 2015). Otra estructura importante en el tdbulo seminifero es la barrera



hematotesticular (BHT) la cual divide al epitelio seminifero en dos compartimentos
denominados basal y adluminal, en cada uno se encuentran distintos estadios de células
germinales, por ejemplo, en la parte basal residen las espermatogonias y los espermatocitos
preleptotenos, en cambio en la parte adluminal se encuentran los espermatocitos primarios y
secundarios, espermétidas redondas y espermétidas alargadas. La principal funcion de la BHT
es mantener separadas a las células germinales de la parte adluminal del sistema circulatorio y
linfatico. Ademas, de proporcionar los nutrientes, mitdgenos y factores de diferenciacion, asi
como, un ambiente inmunosupresor para que se lleve a cabo el correcto desarrollo de las células
germinales (Yan y cols. 2008; Mruk y Cheng, 2015). Cabe mencionar que la BHT esta
conformada por distintos tipos de uniones celulares que la mantienen integra para llevar a cabo
el proceso de la espermatogénesis. Entre ellas se encuentran las uniones estrechas,
especializaciones ectoplasmicas, uniones tipo desmosoma y las uniones tipo GAP (Figura 3)
(Mruk y Cheng, 2015).
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Figura 3. Diagrama esquematico del tdbulo seminifero. El tabulo seminifero estd conformado por las células de
Sertoli ubicadas en la membrana basal, las adyacentes forman uniones estrechas separando de esta forma el epitelio

seminifero en dos compartimentos, adluminal y basal. Modificado de Hai y cols. 2014.



Finalmente, en la parte superior del testiculo se ubica la cabeza del epididimo, que se dispone a
lo largo del testiculo, éste es un tubulo contorneado largo conformado por epitelio epididimario
que secreta diversas proteinas que ayudan a crear un ambiente 6ptimo para la maduracion de los
espermatozoides. Una vez que finaliza el proceso de espermatogenesis, los espermatozoides
pasan a traves del lumen del tabulo seminifero hacia el epididimo donde son almacenados y
debido a que estos espermatozoides testiculares son inmaduros ahi adquieren motilidad y
capacidad de fertilizacion (Cornwall y cols. 2019). El epididimo es un érgano compuesto por
cuatro zonas, el segmento inicial, caput, corpus y la cauda, las cuales son importantes para la
maduracion de los espermatozoides, ya que estos adquieren ciertas caracteristicas durante el
transito por estas regiones y su interaccion con el entorno luminal, por ello, el epididimo es
responsable de la concentracion, maduracion, proteccion y el almacenamiento de los
espermatozoides (James y cols. 2020). Cada una de las regiones del epididimo esta conformado
por 6 tipos de células que a su vez tienen distintas funciones. Las células principales se ubican
a lo largo de todo el epididimo, aproximadamente ocupan entre el 65% y el 80% del epitelio
epididimal. Estas tienen actividad secretora y endocitica al llevar a cabo la absorcion y secrecion
de distintos productos, asi como la produccion y liberacion de epididimosomas (Cornwall, 2009;
Robaire y cols. 2006). Las células apicales se disponen en mayor proporcion en el segmento
inicial con funciones fagociticas, por otro lado, las células estrechas se encuentran solo en el
segmento inicial, se encargan de la secrecion de hidrégeno y de funciones endociticas. Las
células claras ubicadas en todas las regiones a excepcidn del segmento inicial eliminan las gotas
citoplasmaticas del espermatozoide durante su paso por esta zona. Ademas, junto con las células
estrechas regulan el pH luminal (Cornwall, 2009). Las células halo estan presentes en todo el
epitelio y tienen actividades inmunoldgicas, por ultimo, las células basales se presentan a lo

largo del tubulo y ejercen actividades sobre el entorno luminal (Robaire y cols. 2006).

El epididimo mediante contracciones musculares transporta a los espermatozoides entre 10y 15
dias, para almacenar del 50 al 80% de estos en la cauda hasta el momento de la eyaculacién
(Robaire y cols. 2006). Durante este proceso de transporte se lleva a cabo la maduracién de los

espermatozoides y dependiendo de la zona del epididimo adquirien motilidad, asi como factores



que le ayudan a la fertilizacion. Por ejemplo, factores para unirse y penetrar al ovocito, gracias
a la adquisicion de proteinas y cambios en la membrana (James y cols. 2020).

1.2 Fisiologia del testiculo

1.2.1 Esteroidogénesis

El testiculo tiene dos funciones, una de ellas es la sintesis de hormonas esteroideas, testosterona
y la produccion de los espermatozoides. La esteroidogénesis es la sintesis de hormonas
esteroideas a partir de moléculas de colesterol (Figura 4). En condiciones normales en el
hombre, el hipotdlamo sintetiza y libera la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que
estimula a la hipdfisis para liberar la hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante
(FSH). La LH inicia la esteroidogénesis al unirse a su receptor (LHR) acoplado a proteinas G
en la membrana de las células de Leydig. Una vez que se une el ligando a su receptor, se activa
la proteina G provocando la activacion de la adenilciclasa que incrementa el AMPc intracelular
y la fosforilacién de proteinas mediante la proteina quinasa (PKA). Posteriormente, aumenta la
translocacion de colesterol hacia las mitocondrias, donde el colesterol es convertido en
pregnenolona mediante la enzima CYP11Al. La pregnenolona es metabolizada para su
conversion a testosterona mediante reacciones enzimaticas en el reticulo endoplasmico liso
como la 3f hidroxiesteroide deshidrogenasa (33 HSD), la CYP17A1 y la 17 hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 3 (17 HSD3) (Wang y cols. 2017).
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Figura 4. Sintesis de testosterona. Mecanismo por el cual se lleva a cabo la produccién de testosterona a partir de
moléculas de colesterol. Modificado de Ayas y Howlett, 2015.

1.2.2 Espermatogenesis

La espermatogénesis es un proceso gque ocurre de forma cronoldgica para formar a los gametos
masculinos. En el hombre dura 74 dias y en la rata 54. Las fases son tres: mitosis, meioisis y
espermiogeénesis (Perrard y cols. 2016). Ademas de la secrecién de LH por la hipd&fisis para la
produccién de testosterona en las células de Leydig, también se libera hormona foliculo
estimulante (FSH), que se une a sus receptores ubicados en las células de Sertoli, proceso
importante para sintetizar factores de crecimiento necesarios para la espermatogénesis (Shiraishi

y Matsuyama, 2017).

Las espermatogonias son células germinales que inician la espermatogénesis y tienen la

capacidad de autorrenovarse para mantener el nimero de espermatogonias ideal en el tubulo



seminifero y otras se diferencian en espermatogonias pares (Ap) y a su vez en alineadas (Aal),
posteriormente, estas pasan a ser Aal en Al en donde el factor neurotrofico derivado de la linea
de células gliales (GDNF) es necesario para este cambio (Chen y Liu, 2015). Las Al se
transforman a A2, A3, A4y B; las espermatogonias tipo B que ya son diferenciadas dan lugar a
los espermatocitos preleptoteno o primarios y son transportados a través de la BHT ddnde sufren
la primera division meidtica. Es importante recalcar que durante la profase de la primera meiosis
ocurre el emparejamiento de los cromosomas homologos e intercambian fragmentos de estos
mismos, dando paso a los espermatocitos leptoteno, cigoteno y paquiteno. Luego ocurre la
divisién cromosomica de los homdélogos generando los espermatocitos secundarios (Sironen y
cols. 2011; Wu y cols. 2020). Ya formados los espermatocitos secundarios ocurre una segunda
division meidtica en dénde las cromatidas hermanas se dividen y generan las espermatidas
redondas haploides. Seguido de esto ocurre el Gltimo paso de la espermatogénesis conocida
como espermiogeénesis, que tiene como objetivo la formacidn de acrosomas, piezas intermedias,
flagelos y la expulsion del citoplasma ademas del empaquetamiento del ADN, obteniendo

finalmente una estructura del espermatozoide totalmente formada (Canarella y cols. 2020).

1.3 Estrés

El estrés se puede definir como alteraciones fisicas y psicolégicas que desequilibran el balance
homeostatico. Los factores que cambian o afectan dicha homeostasis se Ilaman estresores y
dependiendo de su intensidad se generara una respuesta ante dicho estimulo (Chu y cols, 2022).
El estrés puede ser agudo o crénico, el agudo es unico y la exposicion es en tiempo limitado,
mientras que el estrés crénico es prolongado o de exposicion continua durante un largo periodo
(Koolhaas y cols. 2011; Paccak y cols. 1998). Se ha considerado al estrés agudo como un estrés
“bueno” 0 adaptativo ya que se refiere a aquellas respuestas fisiolégicas de experiencias
relacionadas a enfrentar un desafio o asumir un riesgo que resuelve de manera exitosa una
situacion. El estrés cronico es un estrés “malo” 0 mal adaptativo debido a que al estar expuesto
a estos estimulos durante un largo periodo desencadenan diversos tipos de respuestas que Si no
se controlan pueden afectar directamente a distintos 6rganos o alterar ciertas funciones en el
organismo (McEwen, 2007). Durante la exposicidn ante un evento estresor se lleva a cabo la

activacion de diversos ejes para adaptar al organismo a este estimulo, entre ellas el eje



hipotalamo hipdfisis adrenal (HPA) caracterizado por ejercer una respuesta larga y el sistema
simpatico adrenal de respuesta corta (Joéls y Baram, 2009; Tank y Lee Wong, 2015). De manera
regular la activacion del eje HPA se ejerce de forma ritmica dividida en 3 patrones de secrecion
diferentes, ultradiana y circadiana en ausencia de estimulos que alteren este eje e inducida por
factores estresantes. En el ritmo ultradiano la liberacion de hormonas ocurre cada 60 minutos
en promedio (Spiga y cols. 2014). En cuanto al circadiano se alcanzan niveles basales maximos
de estas hormonas durante el comienzo de este ritmo, es decir, en ratas este pico basal se alcanza
en la noche, mientras que en los humanos se alcanza en las mafianas. Por ultimo, en el inducido
por factores estresantes dependera de la naturaleza del factor, el tiempo e incluso de factores

como el sexo o cepa de la rata (Spencer y Deak, 2017.)

En cuanto al eje HPA, la respuesta comienza a nivel del hipotalamo, donde se encuentran las
neuronas del nucleo paraventricular hipotalamico (PVN), este se localiza en el diencéfalo
ventral adyacente al tercer ventriculo, conformado por 3 tipos de neuronas, magnocelulares,
parvocelulares y de proyeccion larga, encargadas de la secrecion y expresion de distintas
hormonas (Cheng y cols. 2018). Las neuronas parvocelulares surgen de la eminencia media del
hipotdlamo y al ser estimuladas liberan hormona liberadora de corticotropina (CRH) que
estimula a la hipofisis anterior mediante la union a sus receptores (CRH-R1 y CRH-R2)
ubicados en las células corticotropas para la secrecion de adrenocorticotropina (ACTH)
mediante exocitosis hacia la circulacion (Bale y Vale, 2004). ACTH se une a sus receptores de
melanocortina 2 (MC2R) en la corteza adrenal aumentando la sintesis y liberacidon del
glucocorticoide cortisol (en humanos) o de corticosterona (en ratas) especificamente en la zona
fasciculada, ademas del mineralocorticoide aldosterona en la zona glomerulosa (Figura 5). Cabe
destacar que la aldosterona es una hormona poco estudiada en relacién con el estrés en

comparacion de la corticosterona/cortisol.
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Figura 5. Glandula adrenal. Diferentes zonas de la glandula adrenal y sus principales productos. Tomado de
georgiahealth.edu

En el caso del sistema simpatico adrenal estan implicadas las neuronas catecolaminérgicas del
tronco cerebral que convergen en las neuronas simpaticas preganglionares para activar el
sistema nervioso simpatico y la médula adrenal en donde se liberan catecolaminas como
adrenalina y noradrenalina por parte de nervios simpaticos (Tank y Lee Wong, 2015). La
secrecién de aldosterona por este eje se lleva a cabo en primer lugar por las catecolaminas que
inducen la secrecion de renina por medio de los receptores f-adrenérgicos situados en las células
yuxtaglomerulares en rifion, activando asi el sistema renina-angiotensina-aldosterona que
secreta aldosterona (Connell y Davies, 2005). ACTH regula también directamente la produccién
de aldosterona (Inoue y cols. 2021), incrementa los niveles angiotensina Il (Yang y cols. 1993)
el cual regula la biosintesis de aldosterona en el sistema aldosterona-renina-angiotensina (Inoue
y cols. 2021).
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La sintesis de glucocorticoides y mineralocorticoides ocurre mediante la esteroidogénesis a
partir de moléculas de colesterol, en el cual se activan numerosas proteinas enzimaticas que
regulan este proceso. La proteina quinasa A se encarga de la regulacion de proteinas
esteroidogénicas como la lipasa sensible a hormonas quien aumenta las concentraciones de
colesterol en la célula. También se encuentra la proteina reguladora aguda esteroidogenica
(StAR) que moviliza el colesterol especificamente hacia las mitocondrias en donde en conjunto
con el reticulo endoplasmico metabolizan este colesterol hasta su conversion ya sea a
glucocorticoides y/o mineralocorticoides. Ya sintetizados se liberan a la circulacion y se dirigen
a sus organos diana para ejercer sus mecanismos de accion mediante la union a sus receptores
intracelulares como lo son el receptor de glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR)
(John y Buckingham, 2003; Miller y Auchus, 2011; Ramamoorthy y Cidlowski, 2016).

Los glucocorticoides pueden ejercer dos tipos de mecanismos de accion, gendmico y no
gendmico. En cuanto a las acciones gendmicas se refiere a la union del ligando al receptor
citosdlico en donde una vez unido se disocia y se transloca hacia el ndcleo para llevar a cabo la
transactivacion y/o transrepresion de genes al unirse a la cromatina de las células de diferentes
tejidos. Un ejemplo de transrepresion de glucocorticoides, es la disminucion de la expresion de
CRHy ACTH (Ramamoorthy y Cidlowski, 2016; Kubin y cols 2017). Las acciones genémicas
de los glucocorticoides son las respuestas mediante la union a su receptor nuclear. Durante este
proceso participan numerosas quinasas como la fosfoinositido 3-quinasa, AKT, entre otras,
ademés de la activacion de diferentes vias de sefializacion secundarias haciendo de este
mecanismo algo complejo y diverso. En diferentes 6rganos estas acciones juegan un papel
central en el metabolismo con la movilizacion de reservas de energia promoviendo la
glucogenolisis 'y la lipdlisis, reacciones inmunes (inflamacién), funcién cardiovascular,
reproduccion, etc. (Herman y cols. 2016; Ramamoorthy y Cidlowski, 2016; Kubin y cols.
2017).

Los mineralocorticoides también ejercen mecanismos de accion gendmicos y no genémicos, la
aldosterona es la principal molécula de este grupo, el cual se une a sus receptores
correspondientes que trabajan en conjunto con la enzima 11 B hidroxiesteroide deshidrogenasa

tipo 2 (11B- HSD2). Debido a que el receptor no es especifico de mineralocorticoides, es decir,
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puede ser activado por glucocorticoides, la accién de 11p- HSD2 en humanos es prevenir la
activacion de este receptor por glucocorticoides, convirtiendo el cortisol (activo) en cortisona
(inactivo), en ratas es la conversion de corticosterona en 11-deoxicorticosterona (Wang y cols.
2020; Roy y cols. 2013). Los mecanismos gendémicos de la aldosterona comienzan con la
traslocacion del complejo aldosterona-receptor hacia el nucleo de la célula, iniciando la
regulacion de la transcripcion génica, por ejemplo, del canal de sodio epitelial (ENaC), algunas
quinasas, asi como diversas proteinas de sefializacion que tienen efecto sobre la reabsorcion de
sodio y agua. Los efectos no gendmicos de aldosterona se basan en la union de éste a su receptor
de membrana en la que se activan diferentes vias de sefializacion como las de PKA y PKC que
intervienen en el cotransporte de cloruro de sodio (NCC), reabsorcion de bicarbonato,

natriuresis, etc. (Cheng y cols. 2019; Fuller y Young, 2005; Takagi y cols. 1986).

Como ya se describid, tanto los mineralocorticoides como los glucocorticoides junto con la
expresion de su receptor inducen cambios quimicos para contrarrestar los efectos negativos del
estrés. Sin embargo, en un proceso de estrés cronico estos mecanismos pueden desencadenar
patologias, por ejemplo, la aldosterona puede inducir inflamacion, estrés oxidativo, ansiedad,
depresion, lesiones vasculares y con ello enfermedades renales y cardiacas, entre otras
(Kubzansky y Adler, 2010). En el caso de cortisol/corticosterona un exceso de ésta puede alterar
la respuesta inmune o privar de recursos energéticos a diversos tejidos ademas de generar estrés
oxidativo (Marasco y cols. 2017; Costantini y Mgller, 2011; Conrad, 2008).

1.3.1 Modelo de estrés cronico variable

El estrés cronico puede alterar distintas funciones del organismo, se ha mostrado en diversos
estudios que la exposicion cronica a distintos factores estresantes puede repercutir en la
reproduccion del individuo y el metabolismo de distintos érganos y/o sistemas. Desde el afio
1946 Hans Selye propuso que la actividad del eje HPA podria aumentarse tras la exposicion
cronica a diversos estresores. Posteriormente, Kats y cols. (1981) comenzaron con la aplicacién
de un modelo de estrés cronico en ratas mediante el uso de diferentes factores estresantes severos
para el estudio de cambios en el comportamiento y con ello evaluar la eficacia de tratamientos

antidepresivos. Este modelo fue modificado debido a razones éticas implementadas en esa época

13



por la Ley de animales, por ende, los factores estresantes severos fueron eliminados, finalmente
Paul Willner desarroll6 el modelo de estrés cronico leve en el cual los roedores son expuestos a
factores estresantes leves durante un tiempo prolongado, este modelo es uno de los mas usados
en la actualidad (Khan y cols. 2020).

1.4 Estrés oxidativo

Uno de los efectos negativos de la exposicion cronica al estrés es la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), generando asi un proceso de estrés oxidativo en las células. Esta es
una condicién generada por el desequilibrio del sistema antioxidante debido al exceso en la
generacion ROS vy nitrogeno que superan la capacidad de enzimas antioxidantes de la célula,
desencadenando asi una serie de alteraciones en distintos tejidos (Daenen y cols. 2019). Cabe
mencionar que las ROS no son necesariamente dafiinas ya que estas desempefian un papel
importante en muchas vias de sefializacion intracelular (Drége, 2002). Bandegi y cols. (2014)
realizaron una investigacion en donde evaluaron los efectos protectores de Crocus Sativus
contra el estrés oxidativo, para ello, aplicaron un modelo de estrés cronico en ratas y observaron
que tras la aplicacion de este modelo hubo un aumento de ROS en cerebro, higado y rifiones.
En el hombre, las ROS tienen efectos tanto positivos como negativos sobre la funcion
reproductiva. Las ROS, especificamente H.O> son necesarias para la capacitacion de los
espermatozoides mediante la produccion de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) que
inhibe la tirosina fosfatasa provocando asi la fosforilacion de la tirosina. De esta forma se
estimula la capacitacion espermatica, este mecanismo también modula la reaccion acrosomal,
la hiperactivacion, ademés de promover la unién de la membrana del espermatozoide a la
proteina ZP-3 de la zona peltcida necesaria para la fusion del espermatozoide con el ovocito,
por lo tanto, las ROS desempefian mecanismos importantes para el proceso de fertilizacion y
reproduccion en el hombre (Aitken y cols. 1995; de Lamirande, y cols. 1998; O'Flaherty y cols.
2006).

Debido a que la membrana de los espermatozoides es rica en acidos grasos poliinsaturados, los
espermatozoides se vuelven aun mas susceptibles al ataque de ROS. Los &cidos grasos

poliinsaturados contienen dobles enlaces que al ser atacados por un radical libre generan un

14



radical perdxido que reacciona con otra molécula lipidica, generando asi una reaccion en cadena,
aumentando la oxidacion en la membrana de los espermatozoides. Algunos de los productos
generados por este proceso oxidativo son el malondialdehido (MDA), la 4 hidroxi-nonenal (4-
HNE) y las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Kothari y cols. 2010). La
produccion excesiva de ROS puede desencadenar apoptosis mediante la activacion de caspasas
0 causar dafios directamente en el ADN de los espermatozoides mediante el ataque de radicales
libres a las bases de purina y pirimidina, generando fragmentacion del ADN, enlaces cruzados
y/o reordenamientos cromosomicos causando infertilidad o defectos genéticos hereditarios
(Geva y cols. 1998; Tremellen, 2008; Bisht y cols. 2017). Mientras que, las enzimas
antioxidantes tienen la funcién de proporcionar un equilibrio mediante la reduccion de ROS, es

decir, son una defensa contra el estrés oxidativo.

Las enzimas antioxidantes se clasifican en enzimaticas y no enzimaticas (enddgenos y
adquiridos a través de la dieta), las enzimas de mayor relevancia en la reproduccion masculina
de tipo enzimético son el superdxido dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPX) y catalasa
(CAT). La SOD se ha encontrado en diferentes sitios, por ejemplo, en los tabulos seminiferos
especificamente en las células de Sertoli, el epididimo y en el plasma seminal, su funcién es la
de actuar sobre el anion superdxido el cual cataliza su conversion a H202 y O, proporcionando
de esta manera una proteccion contra la peroxidacion lipidica, dafio al ADN, ademas de un
aumento en la movilidad de los espermatozoides. CAT tiene la funcidn de convertir el H.O> en
H>0 y O> mejorando el equilibrio oxidante en las células reproductivas (Kobayashi y cols. 1991;
Bauché y cols. 1994; Chen y cols. 2003; Tavilani y cols. 2008). A pesar del amplio papel
protector de las enzimas antioxidantes ante el estrés oxidativo, debido al consumo no regulado
de éstas, también se han descrito diversos efectos negativos en la reproduccion a través de la
inhibicién de mecanismos como la capacitacion espermatica y la reaccion acrosomal, esto
gracias al exceso de enzimas como CAT y SOD (Aitken y cols. 1995; de Lamirande y cols.
1998; Wagner y cols. 2017).
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1.5 Inflamacién y apoptosis

La inflamacidn se define como el mecanismo de defensa contra un gran nimero de patdgenos o
dafos fisicos (Hansel y cols. 2010). Existen numerosas vias por las cuales se puede promover
el desarrollo de un proceso inflamatorio en un estado de estrés cronico. La inflamacion es un
proceso regulado de manera local y sistémica, sin embargo, una inflamacidn cronica puede tener
efectos negativos hasta el desarrollo de dafios o patologias en el organismo, entre los mediadores
proinflamatorios mas comunes son la IL-1, IL-6 y TNF-a. (Dolsen y cols.2019). Se ha mostrado
en diversos estudios que la exposicién a diversos factores estresantes ya sea de manera cronica
0 aguda se asocia con la activacion de mecanismos de inflamacion que finalmente desencadenan
problemas de salud a largo plazo (Chiang y cols. 2018). También se ha reportado que el estrés
leve crénico se asocia con la activacion de distintas vias y factores proinflamatorios como la
produccion de prostaglandinas, factor nuclear Kb, etc., asi como del aumento de mecanismos
apoptaéticos asociados a Bcl-2 (Kubera y cols.2011). Es importante mencionar que IL-1, IL-6 y

TNF- o son citocinas depresogénicas y ansiogénicas (Maes y cols. 2011).

El estrés oxidativo puede generar a su vez un proceso de inflamacion crénica, activando diversas
citoquinas proinflamatorias como las antes mencionadas mediante la activacion de diversos
factores de transcripcion como NF-«B, AP-1, p53, HIF-1a, PPAR-y, B-catenina / Wnt y Nrf2
quienes expresan diferentes genes para citocinas inflamatorias, quimiocinas, factores de
crecimiento, entre otros, todos relacionados a la respuesta inflamatoria. La produccion de ROS
durante tiempos prolongados puede inducir mutaciones somaticas y transformacion neoplasicas,
generando procesos carcinogénicos y/o apoptéticos (Figura 6) (Fang y Maeda, 2009; Reuter y
cols. 2010; Hussain y cols. 2016). Los factores estresantes aumentan la IL-6 y TNF-a, ademas
de la reduccién de componentes antiinflamatorios, esto debido a que el estrés causa una
hiperactividad del eje HPA, ademas de un aumento de catecolaminas, el sistema inmune percibe
este estrés activando una respuesta de tipo psico-neuroendocrino a través de la produccion de
estas citoquinas con la finalidad de mitigar los factores estresantes (Maes y cols. 1998). Sin
embargo, una respuesta inflamatoria continua (como en el caso del estrés cronico) puede

provocar dafio celular debido a la sobreproduccion de ROS por parte de las citocinas
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inflamatorias. Por ejemplo, TNF-a induce la produccion de ROS por parte de los neutréfilos, a
suvez IL-1, IFN-y y TNF-o aumentan la sintesis de 6xido nitrico sintasa en células inflamatorias
y epiteliales. Durante el proceso inflamatorio las ROS interactian con las cadenas de ADN
causando mutaciones, delecion y reordenamiento de genes (Federico y cols. 2007). Se sabe que
la inflamacion es una de las causas de infertilidad masculina, debido a que las citocinas
proinflamatorias aumentan en el testiculo durante este proceso (Dutta y cols. 2021). En
investigaciones previas se ha observado que niveles bajos de testosterona se relacionan con altos
niveles de inflamacion a raiz de distintas condiciones clinicas como obesidad, sindrome
metabolico, diabetes, etc. (Bianchi, 2018).
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Figura 6. Estrés oxidativo. Desarrollo del proceso inflamatorio mediante estrés oxidativo. Tomado de Arulselvan
y cols. 2016.

1.6 Aldosterona y testiculo

Se ha descrito que el testiculo contiene receptores de mineralocorticoides (NR3C2),
especificamente en las células de Leydig (Zhang y cols.2018). En los primeros estudios sobre
de la participacion de aldosterona en el testiculo se encontré que la aldosterona blogueaba el
desarrollo y la diferenciacion de las células de Leydig. Sin embargo, la razén no estaba del todo
clara (Kar y cols.1958). Posteriormente se realiz6 un estudio en ratas nefrectomizadas en donde
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se observo que los niveles de aldosterona eran altos y que a su vez, los niveles plasmaéticos de
testosterona eran bajos, sugiriendo que el sistema renina angiotensina aldosterona podria estar
implicada en alteraciones testiculares por la disminucién de esta hormona (Adachi y Nakada,
1999). En un estudio mas reciente realizado por Zhang y colaboradores (2018) encontraron
datos interesantes al respecto, debido a que aldosterona disminuy6 la proliferacion de células
madre de Leydig, lo que provocé menor nimero de células de Leydig y, por ende, la
disminucion en la concentracion de testosterona, sin embargo, los resultados con respecto a

células adultas difieren, ya que en éstas la aldosterona estimulo la sintesis de testosterona.

ANTECEDENTES

En los mamiferos, el hipotadlamo sintetiza la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que
estimula a la hipofisis para liberar la LH y FSH. La hormona LH estimula a los testiculos para
sintetizar testosterona y FSH que estimula la produccion de espermatozoides. Con la presencia
de un estresor, todo el sistema se inhibe al liberarse endorfinas y encefalinas (neurotransmisores
producidos por el sistema nervioso central), que se encargan de bloquear la liberacién de GnRH
en el hipotalamo. Ademas, la presencia de glucocorticoides bloquea la respuesta de los testiculos
a LH. A consecuencia de esto, disminuye la testosterona (Rivier y Rivest 1991). La calidad
espermatica puede ser afectada por factores ambientales propios del estilo de vida de cada
individuo, los cuales se han sefialado como los causantes de alteraciones testiculares y
problemas reproductivos afectando la fertilidad (Lalinde-Acevedo y cols. 2014). Algunos
estudios han rechazado que el estrés sea el Unico factor en la etiologia de la infertilidad; pero
con el paso del tiempo se comprueba que el estrés es un factor de riesgo adicional. Un ejemplo
de esto, es que después de un desastre natural se altera la calidad espermatica (disminuye el
numero de espermatozoides, asi como en el volumen del semen y la motilidad espermatica)
(Collodel y cols. 2008). Recientemente, se demostré un aumento de las actividades de la enzima
superdéxido dismutasa y los niveles de 6xido nitrico en el liquido seminal de hombres en
condiciones de estrés (Collodel y cols. 2008). En ratas, Tian y colaboradores (2019) observaron
que tras un estimulo de estrés cronico de diferente duracion tiene efectos perjudiciales sobre la

proliferacion de células espermatogénicas. Un efecto similar ha sido observado en ratas

18



estresadas cronicamente, mostrando alteraciones en la espermatogénesis y el estado antioxidante

en los testiculos (Nirupama y cols. 2013).

La apoptosis regulada por el receptor de glucocorticoides y la inhibicion de la sintesis de
testosterona en las células de Leydig, forma parte de los principales mecanismos de alteracion
de espermatogeénesis inducida por estrés (Zou y cols. 2019). En la rata adulta, el estrés por
inmovilizacion aumenta los niveles de corticosterona y disminuye la testosterona sanguinea
(Murthy y cols. 1988). Se conoce el efecto que tiene el estrés sobre los niveles de aldosterona.
Se cree que el estrés fisico o psicoldgico continuo podria generar aldosterona mediada por la
ACTH, angiotensina Il u otros estimulos de la zona glomerulosa. Estos resultados sugieren que
la zona glomerulosa de la glandula suprarrenal es estimulada por la secrecion de ACTH inducida
por estrés, lo que provoca una sensibilidad elevada para la sintesis en los niveles de aldosterona
como sucede en los eventos fisicos o psicoldgicos cronicos estresantes (Markou y cols. 2015).
Sin embargo, se desconoce la participacion de la aldosterona sobre los espermatozoides.
Durante la espermatogénesis y la esteroidogénesis, las células de Leydig son vulnerables al
estrés oxidativo, como consecuencia de la pérdida de potencial de membrana mitocondrial. El
estrés oxidativo en bajas concentraciones en el semen juega un papel indispensable en sus
funciones bioldgicas durante la capacitacion espermatica, la fosforilacién de la tirosina, la
reaccion acrosémica que sirve para la fertilizacion del ovocito y la maduracion espermatica.
Estos mecanismos se encuentran regulados por la defensa de los antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos. Cuando se rompe el equilibrio entre los radicales libres y el sistema de defensa
antioxidante, se observan dafios en los &cidos nucleicos, proteinas y lipidos presentes en la
membrana del esperma, generando perdida de movilidad, alteracién de la pieza intermedia el
cual causa una disminucion en la calidad seminal o la muerte del espermatozoide (Cérdova-
Izquierdo y cols. 2020). La gran composicion de acidos grasos poliinsaturados en la membrana
de los espermatozoides los hace muy susceptibles a la lipoperoxidacion, convirtiéndolos en
vulnerables al estrés oxidativo. Aunado a esto, las bajas concentraciones de enzimas
antioxidantes (dismutasa, glutation reductasa, peroxidasa y catalasa) en la membrana plasmatica
convierten al espermatozoide en un blanco facil para el ataque de radicales libres en toda la

region post-acrosomal reduciendo la movilidad, dafio en proteinas y lipidos, alteraciones en el
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DNA, anomalias en la morfologia, problemas de fertilidad y la muerte celular (Cérdova-
Izquierdo y cols. 2020). A través de diversos estudios se ha mostrado que en el testiculo se
encuentra un gran numero de receptores de mineralocorticoides tanto en las células de Leydig
como en el epididimo, los cuales a través de la union de aldosterona estimulan la sintesis de
androgenos en las células de Leydig y el control de la reabsorcion de agua en el epididimo
(Turner y Cesarini, 1983; Zhang y cols. 2018). Con relacion a esto, recientemente, en nuestro
grupo de trabajo hemos mostrado en ratas jovenes adultas expuestas a estrés cronico variable,
un aumento significativo de la aldosterona y una disminucion en la viabilidad, motilidad y
concentracion espermatica sin efectos sobre el estrés oxidativo testicular (Hernandez-Cano,
2021). Ahora pretendemos adicionar otros indicadores que permitan ampliar el conocimiento

en este contexto.

JUSTIFICACION

El estrés se puede definir como un estimulo agresivo, percibido como amenazante para mantener
la homeostasis. Dicho estimulo activard una serie de reacciones que involucran respuestas
conductuales y fisiolégicas (nerviosas, metabdlicas y neuroendocrinas) que permite al
organismo responder frente al estresor lo mejor posible (Duval y cols. 2010). Estudios realizados
en hombres con altos niveles de estrés de diferente tipo (estrés laboral, estrés percibido y eventos
estresantes de la vida) presentan parametros de semen alterados a excepcion del estrés
relacionado con el trabajo en el que no se encontrd una asociacion (Javenic y cols. 2014). En la
rata adulta, expuestas a estrés por inmovilizacion, se induce bajos niveles de testosterona
(Demura y cols. 1989). Asi, las células de Leydig se consideran las primeras en sufrir
alteraciones inducida por estrés, dado que aumenta los niveles de glucocorticoides y disminuye
la testosterona. Sin embargo, la corticosterona no es la inica hormona que aumenta en un evento
estresante (Sanchez-Solis y cols. 2020). La aldosterona es una hormona que ha sido estudiada
con mayor precision para entender su participacion en la excrecion de minerales (Gutiérrez y
cols. 2016). En particular, la aldosterona regula el equilibrio de liquidos y electrolitos en el
epididimo y recientemente se ha demostrado su influencia sobre las células de Leydig (Roy y

cols. 2013), estos datos sugieren que la aldosterona participa en la regulacién de la
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espermatogénesis y en la maduracion de los espermatozoides en el epididimo. Lo que ya hemos
analizado es que el estrés crdonico variable aumenta la aldosterona y disminuye la viabilidad,
motilidad y concentracion espermatica sin efectos sobre el estrés oxidativo testicular. Se
desconoce si los testiculos presentan a) alteracion morfoldgica, b) inflamacion, c) estrés

oxidativo espermaético.

HIPOTESIS

El estrés cronico variable induce desarreglo histoldgico, inflamacién testicular, estrés oxidativo
espermatico epididimal y disminuye la concentracion de testosterona y la calidad espermatica

en ratas jovenes adultas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si el estrés cronico variable induce desarreglo histolégico, inflamacion testicular,
estrés oxidativo espermatico epididimal y disminuye la concentracién de testosterona y la

calidad espermatica en ratas jovenes adultas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratas macho Wistar jovenes y adultas con estrés crénico variable:
v Determinar cambios histolégicos en el testiculo mediante la tincién de tricromica de Masson
v’ Identificar la presencia de TNF-a como indicador de inflamacién en el testiculo mediante
western blot e inmunohistoquimica.
v Medir la concentracién sérica de testosterona mediante ELISA.

v' Determinar el estado oxidativo y antioxidante en extractos testicular mediante

espectrofotometria

v Determinar la calidad espermatica epididimal
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METODOLOGIA
7.1 Disefio experimental

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad procedentes de madres
diferentes. Se mantuvieron en cajas individuales de acrilico (37 X 27 X 16 cm), bajo condiciones
controladas de bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta con un ciclo de luz
oscuridad invertido (12 horas luz/oscuridad iniciando a las 8 am), temperatura de 22 + 2°C,
humedad relativa de 60 + 5%, alimentadas con dieta Chow 5001 Purina y agua ad libitum. El
consumo de alimento y agua fue registrado diariamente. Se formaron 2 grupos: grupo control
(C, n=7) y grupo estrés crénico variable (ECV, n=7). El estimulo de estrés fue aplicado a partir

del dia 51 de edad durante 4 semanas (Figura 7).

Inicia
Destete tratamiento Sacrificio
dia 21 dia 51 dia 81

Segundo mes

oo

Primer mes

Ratas ECV
ECV=7

Figura 7. Disefio experimental. Se formaron dos grupos de ratas macho jévenes, el grupo 1 de ratas macho jovenes
controles sin someterse a estrés crénico variable (ECV) y mantenidas en condiciones de bioterio durante el proceso
experimental (C, n=7), ratas macho jovenes sometidas a ECV durante 4 semanas (ECV, n=7).
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7.2 Estimulo de estrés crénico variable

Este estudio se baso en la aplicacion de un modelo de estrés cronico variable modificado de

Zeeni y colaboradores (2013) conforme a la Figuras 8 y 9.

El estrés cronico variable consistio en exponer a la rata a cinco tipos diferentes de estrés y en

diferentes horarios durante cuatro semanas seguidas. Durante la primera semanayy las siguientes,

se expuso a la rata al estrés sin repetirse en la misma semana para evitar su habituacion. El estrés

se aplico a la rata a los 51 dias de vida postnatal durante 4 semanas como sigue: reduccion del

espacio en caja (50 cm x 40 cm x 21 cm) limpia durante 5 horas, se colocan 8 ratas, nado forzado

en agua caliente (28 °C) durante 10 minutos, reduccion del espacio en caja (50 cm x 40 cm x 21

cm) sucia durante 5 horas, se colocan 8 ratas, nado forzado en agua fria (18 °C) durante 10

minutos y restriccion de movimiento durante 3 horas (tubo de 6 cm X 20 cm) tal como se

muestra en la figura 8 (Zeeni y cols. 2013).

w LUNES MARTES | MIERCOLES | JUEVES VIERNES
Semana

Grupo ECV
n=8

Reduccion de
espacio en caja
limpia

5 horas

(8:00 am — 1:00 pm)

Nado forzado
caliente (28° C)

10 minutos

(3:00 pm — 3:10 pm)

Reduccion de
espacio en caja sucia
5 horas

(10:00 am — 3:00
pm)

Nado forzado frio
(18°C)

10 minutos

(1:00 pm — 1:10 pm)

Restriccion de
movimiento

3 horas

(2:00 pm- 5:00 pm)

Reduccion de
espacio en caja sucia
5 horas

(10:00 am - 3:00
pm)

Nado forzado frio
(18°C)

10 minutos

(1:00 pm — 1:10 pm)

Nado forzado
caliente (28° C)

10 minutos

(3:00 pm — 3:10 pm)

Nado forzado frio
(18°C)

10 minutos

(1:00 pm — 1:10 pm)

Reduccion de
espacio en caja
limpia

5 horas

(8:00 am — 1:00 pm)

Restriccion de
movimiento

3 horas

(2:00 pm- 5:00 pm)

Reduccion de
espacio en caja sucia
5 horas

(10:00 am — 3:00
pm)

Figura 8. Estresores y horarios aplicados al grupo ECV en este estudio.
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Reduccion del espacio en Nado forzado en agua Reduccion del espacio en

. " y G o Nado forzado en agua fria Restriccion de movimiento
caja sucia caliente caja limpia

Figura 9. Estresores empleados en el modelo de estrés crdnico.

7.3 Obtencion de los testiculos

Al término del periodo experimental, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico
(ARANDA 60 mg/kg, via intraperitoneal) y posteriormente se realizd la eutanasia por
decapitacion. Inmediatamente, la rata fue colocada en posicion supinay se le realizé una incisién
longitudinal sobre la linea media ventral en la pared abdominal, para extraer los testiculos y
pesarlos en una balanza (ACCURIS W3300-500). Ambos testiculos fueron congelados en un

ultracongelador a -80°C para su posterior analisis.

7.4 Calidad

Se tom6 una muestra de la cauda del epididimo para obtener los espermatozoides (300 mg,
n=7/grupo) y se coloco en un tubo de microcentrifuga Eppendorf que contenia 2 mL de solucion
salina con buffer de fosfato (PBS) previamente calentada y mantenida a 37 ° C en bafio Maria
(PREMIERE XH-1001). Una vez en el tubo se realizaron varios cortes a la muestra de tejido
usando una hoja de bisturi (# 20) para facilitar la difusion de los espermatozoides dentro de la
soluciéon e inmediatamente evaluar la motilidad y viabilidad de los espermatozoides y

posteriormente determinar su concentracion y morfologia.

MOVILIDAD: Numero total de espermatozoides progresivamente moviles en la muestra de
espermatozoides (OMS, 2021). La evaluacion de la motilidad se realiz6 usando un frotis de
esperma y bajo microscopia optica a 400x (NIKON ECLIPSE E200LED MV R) se contaron los

espermatozoides en movimiento (solo se consideraron células completas), contando 200
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espermatozoides. Los valores se expresaron en porcentaje considerando a 200 espermatozoides
como el 100%.

VIABILIDAD: Numero de espermatozoides vivos estimada por la integridad de la membrana
de los espermatozoides (OMS, 2021). La prueba de viabilidad se realiz6 mediante el
procedimiento de tincién con eosina-nigrosina (Agarwal y cols. 2016), este procedimiento
identifico espermatozoides vivos y muertos en un frotis de esperma que también fueron
cuantificados. Los valores se expresaron en porcentaje considerando a 200 espermatozoides

como el 100%.

CONCENTRACION: Nimero de espermatozoides en 1 mL. Se realizé un primer conteo de 3
campos Yy se obtuvo la media de esos 3 conteos, con base en la media obtenida, se realizo la
dilucion recomendada en el manual para el analisis de semen (OMS, 2021). Se realiz0 el conteo
en la cdmara de Neubauer, se sumo el conteo de las dos cuadriculas y se dividio por un factor
determinado por la dilucion y el nimero de cuadros evaluados en la cdmara de Neubauer. Los

valores se expresaron en millones de espermatozoides por mL.

MORFOLOGIA: Evaluacion de la morfologia especifica de cabeza, cuello/pieza intermedia y
cola de los espermatozoides. Se realizd un frotis de los espermatozoides para posteriormente
teflirlo con Hematoxilina-eosina. Se hizo un conteo de 200 espermatozoides los cuales se
clasificaron en normales y anormales, a partir de este conteo se hizo la evaluacion por tipo de
defecto que presentaban los espermatozoides anormales. Los valores se expresaron en

porcentaje considerando a 200 espermatozoides como el 100%.

7.5 Testosterona sérica

La concentracion de testosterona sérica se midi0 mediante inmunoensayo enzimatico
competitivo (ELISA) usando un kit comercial (Testosterona ELISA Kit Cayman Chemical), la
prueba se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las muestras y estandares se

realizaron por duplicado y se leyeron en una placa de ELISA entre 405y 420 nm.
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7.6 Analisis histoldgico del testiculo

El testiculo derecho fue fijado con Bouin durante 24hrs. Posteriormente, los tejidos fueron
deshidratados con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%), y
aclarado con xilol e incluido en Paraplast Plus (anexo 2). Se obtuvieron cortes histologicos
transversales de 5um de espesor con un microtomo de parafina (Leica RM 2135) de los cuales
fueron colocados de 6 a 8 por portaobjetos gelatinizados. Las laminillas fueron tefiidas con
hematoxilina eosina (anexo 3). Se tomaron fotomicrografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1
megapixeles, montada en un microscopio optico Zeiss Imager A.1 (a 100 aumentos totales).
Con el programa Adobe Photoshop CS se realizaron reconstrucciones de las imagenes tomadas
a 10x para muestrear aleatoriamente los cuadrantes a analizar. Se utiliz6 un analizador de
Imagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007), para evaluar en los cuadrantes elegidos el
namero total de tdbulos, la circunferencia, el didmetro del lumen y altura del epitelio

germinativo de dichos tabulos (Figura 10).

Bouin 24 hrs
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Testiculo izquierdo Protocolo de Cortes 5 ym Tincion Hematoxilina-eosina
deshidratacion

o l

Fotos 10x y 40x
il Reconstruccion 10x y
NI& de d‘;’?}"“ seminiferos / seleccion de cuadrantes
i b aleatorizado

-Circunferencia
-Area del epitelio germinal

Figura 10. Metodologia para el analisis histolgico del testiculo.
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7.6.1 indice de Johnsen

El indice de Johnsen (1970) es un método que evalUa la progresion de la espermatogénesis en
los tubulos seminiferos segin la ausencia o presencia de los diferentes tipos de células
espermatogénicas. Se evaluaron 100 tdbulos al azar por animal mediante fotomicrografia de los
cortes histologicos con el objetivo de 40x en un microscopio Optico Zeiss Imager A.1, cada
tubulo recibié un puntaje del 1 al 10 bajo los criterios histologicos descritos en la tabla 1
(Yoshida y cols.1997; Dohle y cols.2005; Cesur y cols. 2013 y Zhang y cols. 2014).

Tabla 1. Criterios histologicos del puntaje de Johnson

Puntaje Criterio histoldgico

1 Sin epitelio seminifero.

Sin células germinales, solo células de Sertoli.

Solo espermatogonias.

Sin espermatozoides ni espermatidas, pocos espermatocitos.

Sin espermatozoides ni espermatidas, muchos espermatocitos.

Sin espermatozoides, sin espermatidas tardias, pocas espermatidas tempranas.

Sin espermatozoides, sin espermatidas tardias, muchas espermatidas tempranas.

Menos de cinco espermatozoides por tabulo, pocas espermatidas tardias.

©O©| O N| o o | WO N

Espermatogénesis levemente alterada, muchas espermatidas tardias, epitelio

desorganizado.

[ERY
o

Espermatogénesis completa.

7.7 Técnica de TNF-a (Inmunohistoquimica)

Se utilizaron cortes histoldgicos de testiculo de 5 um de espesor. Se dejaron en una solucién de
citrato de sodio 10 mM con pH 6 durante 3 noches a 4°C. Posteriormente, fueron incubadas en
un horno de microondas por 10 minutos para recuperar los antigenos. Después, las peroxidasas
fueron agotadas con una solucién de peroxido de hidrogeno al 3% durante 30 minutos. Se realizé

el bloqueo de uniones inespecificas usando suero de rata al 3%, gelatina bovina al 0.25 % y
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BSA al 4 % todo disuelto en una solucion de fosfatos salina triton X 100 (PBS-T) al 0.3 %
durante una hora. A continuacion, se realiz6 la incubacion con el anticuerpo primario (Policlonal
de conejo anti-TNF-a, 1:500 ab9739 de abcam) durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, los
cortes histoldgicos fueron lavados y después incubados con el anticuerpo secundario (anti-
conejo de raton 1IgG-HRP, sc-2357 de Santa Cruz biotecnology) a temperatura ambiente por 2
horas. Se realizé el lavado con PBS-T. Finalmente, se realiz0 el revelado mediante kit de sustrato
de peroxidasa DAB (Vector Labs USA, No. Cat. Sk-4100). Las laminillas fueron lavadas y
contratefiidas con hematoxilina de mayer’s, deshidratadas y cubiertas con un portaobjeto con

resina de grado histoldgico.

7.8 Western Blot

Se prepararon los extractos de testiculo, para esto se pesé 0.5 g del tejido y fue macerado en
buffer de lisis (0.02M tris-HCL. pH 7.4, 0.1 m NaCl, 0.1M glicina y Tx 0.1%) con un
homogeneizador electrdnico, adicionando a las muestras un inhibidor de proteasas (SIGMA), 1
mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 1mM ditiotreitol. Posteriormente, fue
centrifugada la muestra durante 30 minutos a 15000 rev/min a 4° C para obtener el sobrenadante
y determinar la concentracion de proteinas totales mediante método de Bradford. Las proteinas
se separaron por electroforesis utilizando geles de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 10% de acrilamida, ademas se utilizé un marcador molecular de peso conocido
(Thermo Scientific) y fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando el sistema
Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad). Después las membranas fueron incubadas con solucién de
bloqueo (Leche al 7%). Posteriormente fueron incubados con el anticuerpo primario (1:300;
anti. TNF-a) durante una noche a 4°C. Terminado el tiempo se realizaron 3 lavados de 5 minutos
con PBS-TWEEN al 0.2% y se incuban con el anticuerpo secundario (1:1500; Goat anti-rabbit)
durante 2 horas. Las bandas inmunorreactivas se revelan utilizando un kit de
guimioluminiscencia y mediante la exposicion de placas radiograficas a las membranas. Se
midié mediante densitometria con el programa Image J. Finalmente los resultados fueron
expresados en unidades arbitrarias con la previa normalizacion contra las bandas tefiidas con

colorante de rojo de Ponceau.
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7.9 Extractos de espermatozoides de cauda epididimal

Se obtuvieron 10 mL de la muestra de espermatozoides, se le agreg6 aproximadamente 500 pL
de buffer de lisis radioimmunoprecipitacion (RIPA) (“RIPA Lysis Buffer” 2017) para ser
homogenizado. La muestra fue centrifugada a 10000 rpm durante 2 min a 4°C y se separo el
sobrenadante. Posteriormente, se realizo una dilucion del extracto con una concentracion de
1:100 en agua destilada. La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el método de
Bradford.

7.10 Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

En tubos de 2 mL se agregd 70 pL de Tris 150 mM pH 7.5, 300 pL de &cido tiobarbitdrico al
0.4% y 90 pL de cada muestra. Se agitd en vortex y fue incubada 45 minutos a 100 °C.
Posteriormente, la muestra enfriada en hielo durante 2 minutos y se le agregaron 200 pL de KCI
al 1.2 %, enseguida centrifugada a 7000 rpm durante 3 minutos. La curva de calibracion se
realizdé mediante la dilucion de una solucion stock de malondialdehido 30 uM como sigue 0, 90,
180 y 300 pL en volumen final de 300 pL. Finalmente se coloco 180 L del sobrenadante en

una microplaca para realizar la lectura en un lector de placa BioTec modelo EIxX800 a 532 nm.

7.11 Actividad de superdxido dismutasa

En una microplaca fue agregado 20 puL de muestra en 80 pL de agua destilada, luego se agrega
8 uL de pirogalol 2 mM, 10 uL de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT,5mgde MTT en 1 mL de PBS 1X). La muestra fue incubada a temperatura ambiente en
agitacion continta cubiertas de la luz durante 5 minutos. Finalmente, se le agregd 100 uL de
dimetilsulfoxido. La curva de calibracidn se realizé con diluciones de acido Urico a partir de una
solucion stock de 2mM como sigue 0, 15.62, 31.2, 62.5, 125,250, 500 uL en volumen final de

1000 pL. Se realizo la lectura en un lector de placa BioTec modelo EIX800 a 550 nm.

7.12 Actividad de catalasa

En tubos de 2 mL se colocaron 5 pg de proteina de los extractos en un volumen final de 250 pL
de agua miliQ, se ajusto el volumen de acuerdo con cada muestra. Posteriormente a cada tubo
se le agregd 500 pL de fosfato de potasio monobésico (KH2PO4) al 0.1 M, 50 pL de Tris 25
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Mm pH 7.5, 250 pL de una solucién de H202 al 0.2 M y finalmente una solucion de dicromato
de potasio al 0.16 M y &cido aceético glacial en una concentracién de 1:3. La curva de calibracion
se realizo con H20> en concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 160 nM. Se incubaron los tubos a
97°C, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se le adiciond 200 pL en una microplaca para

leer en lector de placa BioTec modelo EIx800 a 550 nm.

7.13 Andlisis estadistico

Los datos son expresados de acuerdo como la media £ SEM a menos que se indique lo contrario.
Se uso la prueba de Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos. Se realizo la
prueba t de Student en el programa GraphPad Prism 5.01 (Graphpath Software, USA) para
determinar las diferencias significativas entre los dos grupos. En todos los casos p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS
8.1 Mediciones metabdlicas

El estrés crénico variable no afectd la ganancia de peso corporal (t= 0.8969, p <0.05), la ingesta
de alimento (t= 0.6614, p <0.05) y agua (t= 0.8708, p <0.05) y el peso testicular (t= 1.007, p
<0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Ganancia de peso, consumo de alimento, agua y peso del testiculo.

Parametros Control ECV Valor de t p
Ganancia de 83.49 £ 7.341 75.94 + 4.104 t(14)=0.8969 0.3874

peso corporal del
segundo mes

Ingesta de 9.629 = 0.2909 9.371 £ 0.2579 t(14)=0.6614 0.5209
alimento (g/dia)

Ingesta de agua 20.41 + 0.6364 19.47 + 0.8761 t(14)=0.8708 0.4010
(mL/dia)
Peso del testiculo  0.7571 +£0.09584  0.8571 + 0.02616 t(14)=1.007 0.3340

Los datos muestran la media £ e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin ningtn estimulo); ECV: grupo sometido a
estrés cronico variable. Se realizé una prueba t- Student (p<0.05).

8.2 Calidad espermaética

Todos los parametros de calidad espermatica disminuyeron por el estrés cronico variable:
movilidad progresiva (t= 2.337, p=0.0376) viabilidad (t=2.567, p=0.0247), concentracion
(t=2.613, p=0.0227) y morfologia (t= 7.55, p=0.0001) comparado al grupo control (Figura 11).
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Figura 11. Evaluacidn de la movilidad(A), viabilidad (B) y concentracion (C) espermatica. Los datos muestran la
media £ e.e (n=7 por grupo). C: grupo control (sin ningn estimulo); ECV: grupo sometido a estrés cronico variable.
Se realiz6 una prueba t-Student (p< 0.05).
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En el andlisis diferencial por defectos morfoldgicos de los espermatozoides se observé que los
defectos de cola fueron los méas predominantes entre los espermatozoides anormales (Tabla 3,
Figura 12y 13).

Tabla 3. Evaluacion de defectos morfologicos de los espermatozoides.

Grupos Conteo de espermatozoides normales Conteo de espermatozoides anormales o
Defectos de cabeza Defectos de cola  Defectos de pieza media ~ Total anormales
Control 63.79 + 3.389 2.643 +0.8845 32.64 +£3.019 0.9286 + 0.6213 36.21 +3.389
<0.0001
ECV 33.29+2.198 7.857 £2.017 56.07 + 2.698 2.786 + 1.096 66.71+2.198

Los datos muestran la media £ e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin ningun estimulo); ECV: grupo sometido a
estrés cronico variable. Se realizé una prueba t-student para el andlisis de los datos.
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Figura 12. Histograma evaluacién morfologia espermatica epididimal de rata macho. Los datos muestran la media
* e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin ningdn estimulo); ECV: grupo sometido a estrés cronico variable.
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Figura 13. Morfologia espermaética epididimal de rata macho. A) Espermatozoide normal, B) Defecto de flagelo,
C) Defecto de pieza media, D) Defecto de cabeza. Ay B (40x), B y C (100x).

8.3 Testosterona sérica

La concentracion de testosterona sérica disminuy6 significativamente en el grupo ECV
comparado al grupo control (t=4.637, p= 0.0006) (Figura 14).
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Figura 14. Concentracién de testosterona sérica. Los datos muestran la media + e.e (n=7 por grupo). Grupo control
(sin ningun estimulo); ECV: grupo sometido a estrés cronico variable. Se realizé una prueba t-Student p< 0.05).
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8.4 Andlisis histologico

Tanto en el grupo control como en el ECV podemos observar tubulos seminiferos bien
delimitados, con un lumen adecuado y revestidos con epitelio germinal de apariencia normal,
las células germinales que se disponen alrededor de la pared de los tabulos se observan
correctamente alineadas ademas de la presencia de abundantes espermatozoides (Figura 15-B y
F). En el intersticio se encuentran vasos sanguineos y algunas células de Leydig de estructura
normal en el grupo control (Figura 15- D) a comparacion de las células de Leydig del grupo
ECV las cuales se observan anormales (Figura 15- H). En la cuantificacion histolégica no se
encontraron diferencias en ninguno de los parametros evaluados, el nimero de tubulos (t=0.422,
p>0.05), la circunferencia (t= 0.6521, p=0.5266), el epitelio germinativo (t= 0.3988, p=0.6971)
y el lumen (t=1.997, p=0.0691) no fueron alterados por el ECV (Figura 16). En cuanto al indice
de Johnsen, no se muestran diferencias con respecto a la progresion de la espermatogénesis en

los tabulos seminiferos de ambos grupos (t= 0.5364, p=0.6015) (Figura 17).

Figura 15. Organizacion histoldgica de tdbulos seminiferos de ratas. Grupo control (A, B, C, D) y Grupo ECV (E,
F, G, H). Th: Tabulo, EG: Epitelio germinal, L: Lumen, EPG: Espermatogonia, EP: Espermatocito primario, ES:
Espermatocito secundario, ESP: Espermatida, CS: Célula de Sertoli, CM: Célula mioide, CL: Célula de Leydig, V:
Vaso e I: Intersticio.



300+

200+

100+

Numero de tabulos

4000+

3000+

2000+

Lumen (um?)

10004

Control

ECV

Circunferencia (um2)

Epitelio germinativo (um?)

40000+

30000+

20000+

10000+

40000+

30000+ [

20000+

10000+

Control ECV

Figura 16. Cuantificacion histol6gica. A) Numero de tabulos, B) Circunferencia tubular, C) Lumen tubular; D)
Epitelio germinativo. Los datos muestran la media + e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin ningun estimulo);
ECV: grupo sometido a estrés cronico variable. Se realizé una prueba t- Student (p<0.05).
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Figura 17. indice de Johnsen. Los datos muestran la media + e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin ningdn
estimulo); ECV: grupo sometido a estrés crénico variable. Se realiz6 una prueba t- Student (p<0.05).
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8.5 Inmunohistoquimica

Histologicamente la expresion de TNF-o se observé en distintos estadios de las células
germinales del grupo ECV comparado con el grupo control en donde no se observa marcaje
(Figura 18), debido a la alta expresion del factor, se optd por cuantificar mediante Western Blot
(Figura 19).
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Figura 18. Fotomicrografias de inmunohistoquimicas para la deteccién de TNF-a en testiculo en el grupo Control
(B, Cy D)y grupo ECV (F, Gy H), Control negativo- Testiculo (A) y Control positivo- Bazo (E). Contratincion
con Hematoxilina de Harris. Las flechas negras indican la expresion de TNF- a en distintas células. Th: Tubulo,
EG: Epitelio germinal, L: Lumen, ESP: Espermétida, y EP: Espermatocito primario.
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8.6 Western Blot

Los resultados muestran que el ECV promovio el aumento de la expresioén del TNF-o en los

testiculos comparado con el grupo control (Figural9).
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Figura 19. Expresion relativa de TNF-a en testiculos. Los datos muestran la media + e.e (n=7 por grupo). Grupo
control (sin ningln estimulo); ECV: grupo sometido a estrés crdnico variable. Se realizé una prueba t-Student para
el analisis de los datos. Se muestran diferencias significativas (t=3.788, p=0.0026).

8.7 Estrés oxidativo

Los datos muestran que el ECV influyd en las concentraciones de SOD (t= 2.598, p<0.05) y
TBARS (t=2.674, p<0.05) ya que estas se vieron disminuidas en el grupo estresado a diferencia
del grupo control (Figura 20- A y B). Por otro lado, los niveles de CAT no se alteraron con el

estrés (t= 0.6545, p>0.05) (Figura 20-C).
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Figura 20. A) TBARS, B) SOD y C) CAT. Los datos muestran la media + e.e (n=7 por grupo). Grupo control (sin
estimulo); ECV: grupo sometido a estrés crdnico variable. Se realiz6 una prueba t-student para el analisis de los
datos. Se muestran diferencias significativas (p< 0.05).
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DISCUSION

Nuestros resultados indican que el estrés cronico variable no afecta el peso corporal, la ingesta
de alimento, agua, ni el peso testicular. Resultados similares hemos mostrado en ratas jovenes
expuestas a estrés por restriccion de movimiento por 4 semanas (Corona-Pérez y cols. 2015) y
estos resultados estan de acuerdo con otros estudios (Bruder-Nascimento y cols. 2013; de
Oliveiray cols. 2014). Sin embargo, también han sido reportados resultados contradictorios. Por
ejemplo, nosotros hemos mostrado en ratas jovenes adultas expuestas a estrés por restriccion de
movimiento durante 4 semanas, que comen menos alimento y pesan menos sin diferencias en el
consumo de agua (Corona-Pérez y cols. 2017). Sequeira-Cordero y colaboradores (2019)
mostraron una disminucién en la ganancia de peso corporal en ratas puberas (30 dias de edad)
sometidas a un modelo de estrés cronico impredecible por 30 dias. Datos similares obtuvieron
Simas y colaboradores (2018) indicando la disminucion del peso corporal en ratas (60 dias de
edad) tras un modelo de estrés cronico variable. Sin embargo, la ingesta de alimento no se
modificd. Otro grupo de investigadores no encontrd diferencias en el indice de masa corporal ni
en el peso testicular (Demirci y Sahin, 2019). Es posible que, estos datos contradictorios se
deban al tipo de estrés aplicado, tiempo y edad de las ratas. En nuestro grupo de trabajo mostro
que el modelo de ECV en ratas jovenes adultas modifica las concentraciones de aldosterona,
provocando un aumento de ésta, no asi corticosterona. Dicho esto, se ha asociado a la
aldosterona con el aumento de peso corporal tanto en ratas macho como en hembras, jugando
un papel importante en el metabolismo energético (Devenport, Torres y Murray, 1983;

Devenport, Goodwin y Hopkins, 1985).

Histol6gicamente no hubo diferencias en todos los parametros evaluados, numero de tubulos,
circunferencia, lumen y epitelio germinativo en el grupo ECV comparado al grupo control. El
puntaje de Johnsen tampoco indicé alguna diferencia entre grupos. Resultados diferentes
obtuvieron Demirci y Sahin (2019), quienes reportaron dafio testicular conformado por
hialinizacion y vacuolizacion del intersticio, disminucion del grosor de la pared de los tubulos
seminiferos y aumento del lumen de los mismos al haber aplicado un modelo de estrés cronico
leve en ratas adultas por 4 semanas. Hou y colaboradores (2014) mostraron resultados similares

después de 5 semanas de exposicion a estrés cronico variable en ratas adultas, observando
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disminucion en el nimero y diametro de los tlbulos seminiferos, asi como, en el tamafio y
namero de células de Leydig. La edad es un factor determinante para observar distintos cambios
en la histologia testicular. Ribeiro y colaboradores (2018), observaron cambios histologicos en
testiculo tanto en ratas jovenes como en adultas, el grupo con 6 semanas de estrés (efectos
inmediatos) tanto en las ratas jovenes como en las adultas hubo una disminucién del didmetro
tubular, en el grupo de estrés méas otras 6 semanas sin estimulo (efectos tardios) las ratas jovenes
presentaron disminucion de las densidades volumétrica y absoluta del compartimento tubular y
aumento del compartimiento intertubular, mientras que las ratas adultas no presentaron cambios.
Como se puede observar, se han investigado distintos efectos del estrés sobre el testiculo, tanto
a nivel morfoldgico como funcional, los cuales sugieren que, dependiendo del tipo, intensidad

y duracidn del estimulo estresante, pueden generar diferentes efectos sobre el testiculo.

El estrés crdnico variable disminuye la concentracion de testosterona sérica. Estos datos
coinciden con lo reportado por Xiong y colaboradores (2022), donde muestran que los niveles
de testosterona fueron disminuidos tras la exposicién a estrés por 21 dias en ratas adultas. Las
células de Leydig de rata expresan mRNA y proteina del MR y contienen sitios de unién al MR.
Esto apoya la hipdtesis de que la aldosterona se une especificamente a los MR en las células de
Leydig y estimula la produccion basal de testosterona en las células de Leydig de una manera
dependiente de la dosis (Ge y cols. 2005). Sin embargo, la aldosterona bloquea el desarrollo de
los testiculos prepuberal y la diferenciacion de las células de Leydig sin causar cambios atroficos
en los elementos intersticiales (Kar y cols. 1958), aunque el mecanismo exacto no esta
claro. Clinicamente, la disfuncion gonadal, como un recuento bajo de espermatozoides y
motilidad reducida, impotencia, disminucién de la libido e infertilidad, se observaron
ocasionalmente en pacientes sometidos a hemodialisis a largo plazo, cuya testosterona sérica
era muy baja (Lin y Fang, 1975). Usando un cultivo de los tibulos seminiferos de testiculos
mostraron que la aldosterona inhibe la proliferacion de células madre de Leydig a través de su
receptor NR3C2, lo que condujo a la reduccion del nimero de células de Leydig y la produccion

de testosterona (Zhang y cols. 2018).

Nuestros resultados muestran una disminucion de los parametros de calidad espermatica,

movilidad, concentracién y viabilidad, asi como de la morfologia normal de los
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espermatozoides, en su mayoria defectos de flagelo tal y como se ha informado en otros estudios
(Garcia-Diaz y cols, 2015). Se ha estudiado que el estrés fisiologico disminuye las
concentraciones de espermatozoides, la motilidad, ademas del aumento en el nimero de
espermatozoides anormales (Li y cols. 2011). Esto ha sido estudiado tanto en hombres como en
modelos animales. El nimero de espermatozoides anormales en muestras de semen de hombres
durante la posguerra fue significativo (Abu-Musa y cols. 2007), por otro lado, Wang y
colaboradores (2017) afirman que la concentracion y el nimero de espermatozoides con
morfologia normal se veia disminuida tras la aplicacidon de un modelo de estrés por derrota social
en ratas adultas. Se ha comprobado que el estrés cronico deteriora la espermatogénesis mediante
la detencion del ciclo celular de las células germinales, ademéas de un aumento de la apoptosis
de las espermatidas, provocando una disminucion de espermatozoides maduros (Zou y cols.
2019). Ribeiro y colaboradores (2018), por otro lado, encontraron una disminucion en la
viabilidad y motilidad espermatica en ratas adultas tratadas con un modelo de estrés crénico por
inmovilizacion durante 6 semanas, no asi en ratas prepuberales tratadas bajo el mismo modelo.
Las alteraciones de la calidad pueden relacionarse a su vez con la baja concentracion de
testosterona reportada es este trabajo. La existencia de estrés crénico puede estimular la
activacion del eje HPA, éste inhibe al eje gonadal, provocando una disminucion de testosterona
y/o estradiol. Es bien sabido que el epididimo es un érgano por donde los gametos transitan y
van adquiriendo capacidad fertilizante, maduracion y donde finalmente se almacenan antes de
su expulsion (Cooper y Yeung, 2006). El epididimo tiene receptores de testosterona a lo largo
de cada seccion, sin embargo, estos se encuentran en su mayoria en las células principales,
basales y apicales, las células principales son més sensibles a la ausencia de testosterona, lo cual
hace que este drgano sea dependiente de andrdgenos y la ausencia de estos puede alterar la
composicion del epididimo y con ello, influir en la maduracién de los gametos que transiten por
él (Zhou y cols, 2002; Zhu y cols. 2000; Moore y Bedford, 1979). El tiempo de transito de los
espermatozoides a través del epididimo en humanos es de 2 a 4 dias, en animales domesticos y
de laboratorio es de 10 a 12 dias. Las bajas concentraciones de testosterona se han asociado con
la disminucidn de tiempo del paso de los espermatozoides a lo largo del epididimo perjudicando
su maduracion, calidad y capacidad de fertilizacion (Fernandez y cols. 2008). Se ha visto que

los efectos negativos del estrés sobre la funcion reproductiva en machos como motilidad y
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viabilidad espermatica, concentracion de testosterona sérica y morfometria testicular, son mas
pronunciados en ratas prepuberales en comparacion con ratas adultas. Ribeiro y colaboradores
(2018) evaluaron si los efectos de un modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento
eran reversibles tras 6 semanas de recuperacion tanto en ratas prepuberales como en ratas
adultas. Ellos observaron que los efectos negativos del estrés en ratas prepuberales fueron méas
notorios, tras las 6 semanas de recuperacion en comparacion con los efectos observados
inmediatamente terminada la aplicacion de estrés, no asi en las ratas adultas, donde los cambios
fueron observados mayormente al término del estrés, ya que después del tiempo de recuperacion
dichos efectos se vieron revertidos y, por lo tanto, hubo una mejoria en la mayoria de los
parametros evaluados. Estos datos sugieren que altos niveles de estrés desde la infancia y/o
pubertad pueden generar problemas irreversibles sobre la fertilidad en el fututo, disminuyendo

asi la probabilidad de concepcion.

El estrés cronico variable aumento el nivel relativo de la expresion de TNF-a tanto en la
inmunohistoquimica como en la semicuantificacion mediante western blot. De la misma manera
que el proceso inflamatorio puede causar estrés oxidativo, este ultimo también puede causar
inflamacién al activar varias vias de sefializacion diferentes. Han demostrado que las especies
reactivas a oxigeno, el peroxido de hidrégeno, pueden causar inflamacion al activar el factor de
transcripcion NF-kB (Anderson y cols. 1994; Flohé y cols. 1997). Ademas, se ha demostrado
que el estrés oxidativo tiene un papel importante en la activacion del inflamasoma de la proteina
3 del receptor similar a NOD (NLRP3) (Shimada y cols. 2012). El inflamasoma NLRP3 es un
complejo molecular oligomérico que activa las respuestas inmunitarias innatas mediante la
generacion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL1 e IL18 (Schroder y Tschopp,
2010). En el testiculo el receptor del TNF-a (TNFR-1) se encuentra en las células de Leydig y
de Sertoli, el TNF-a es producido por las espermatidas redondas, los espermatocitos paquitenos
y los macrofagos testiculares (De y cols.1993). Cuando existe un estimulo que de inicio a la
produccion de TNF-a como el estrés, la forma transmembrana de TNF-a que es la molécula
precursora (26kDa) sufre una escision proteolitica en el dominio extracelular por enzimas
metaloproteinasas, dando lugar a un monomero soluble (17kDa) formando homotrimeros que

son bioldgicamente activos. Cabe resaltar que tanto los homotrimeros de TNF-a soluble y la
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transmembrana que ya es inescindible, son capaces de activar los receptores de membrana de
TNF-a, en especial el TNFR tipo 1 (Smith y cols. 1990; Hehlgans y Mannel, 2002). Es
importante mencionar que esta citosina participa en la homeostasis del testiculo, sin embargo,
un aumento puede generar problemas. De manera normal, TNF-a en el testiculo promueve la
expresion de aromatasa del citocromo p450 que tiene la funcion de sintetizar estradiol mediante
el uso de testosterona (Bourguiba y cols. 2003). También se ha demostrado que TNF-a estimula
la unién de NFkB al promotor del receptor de androgenos aumentando de manera enddgena este
receptor en células de Sertoli (Delfino y cols. 2003). TNF-a regula la sintesis de transferrina por
las células de Sertoli especificamente en las etapas IX-X1y XI1I del ciclo del epitelio seminifero,
en la sintesis de lactato deshidrogenasa también en las células de Sertoli, la inhibicion del
ligando FAS para promover la supervivencia de las células germinales al regular la apoptosis
mediante este ligando (Boockfor y Schwarz, 1991; Boussouar y cols. 1999; Pentikainen y cols.
2001). TNF-a regula la dindmica de la BHT testicular, afecta la adhesion de las células
germinales y Sertoli, tras evaluar una disminucion del grosor del epitelio seminifero, tdbulos
dafados en ddnde se observaron espermatidas y espermatocitos en el lumen tubular, ademas de
una disminucion en el diametro de los tubulos seminiferos (Li y cols. 2006). EI TNF-a es capaz
de inhibir proteinas de membrana integrales en el epitelio seminifero, tales como claudina y
ocludina provocando una interrupcién de la BHT (Li y cols. 2006). La sefializacién de TNF-a
mediante su unién al TNFR-1 puede iniciar un proceso apoptético al activar la caspasa 8 que a
su vez induce a otras pro caspasas que pueden destruir a las células en este caso a las células
germinales (Zimmermann y cols. 2001; Theas y cols. 2006). Por ultimo, se ha asociado al TNF-
a en la disminucion de las concentraciones de testosterona por las células de Leydig (Xiong y
Hales, 1993). Esto es apoyado por la disminucién en la concentracion de testosterona descrito

en nuestros resultados.

La concentracion de TBARS espermatica disminuy6 por el estrés crénico variable. Esto puede
ser el resultado de la actividad de las enzimas antioxidantes como SOD, el cual fue disminuido
en el grupo estresado, lo que sugiere que disminuyd para mantener el equilibrio del estrés
oxidativo. Varios estudios afirman que durante el paso de los espermatozoides por el epididimo

sufren cambios tanto morfoldgicos como bioquimicos y debido a esto pueden sufrir dafio
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oxidativo. Por eso, durante este proceso los espermatozoides adquieren enzimas antioxidantes
que les ayuda para hacer frente a posibles ROS (O”Flaherty, 2019). Nirupama y colaboradores
(2013) demostraron una alteracion en el sistema antioxidante con el aumento de MDA y una
disminucion de SOD, CAT, GPx y GST en testiculos tras la aplicacion de un modelo de estrés
cronico y que dichos efectos no se revierten a corto plazo. También observaron alteraciones en
la concentracion y nimero de espermatozoides normales en el semen de ratas, por lo que
sugieren que el estrés oxidativo dafia el ADN del espermatozoide induciendo anomalias en los
espermatozoides. Esto explica por qué las protaminas quienes reemplazan a las histonas durante
el proceso de espermatogénesis ayudan a que la cromatina se compacte de manera adecuada.
Cuando los espermatozoides pasan por el epididimo estas protaminas se oxidan y de esta manera
forman puentes disulfuro entre ellas, asi la cromatina se vuelve mas compacta, bajas
proporciones de protamina se relacionan con el dafio al ADN en las células, lo que sugiere que
la compactacion de la cromatina protege al ADN de los espermatozoides en este caso. Dichos
datos se encontraron en pacientes infértiles (Bedford, Bent y Calvin, 1973; Wykes y Krawetz,
2003; Castillo y cols. 2011). Las enzimas antioxidantes de mayor importancia biologica en el
epididimo incluyen SOD, CAT, GPx, GPs, peroxirredoxina, tiorredoxinas y tiorredoxina
reductasa, todas ellas trabajan en conjunto para mantener los niveles éptimos de ROS, se ha
demostrado que la ausencia de dichas enzimas influye negativamente en la calidad de los
espermatozoides especificamente en la motilidad, la capacidad de fertilizacion e induce
fragmentacion en el ADN (O’Flaherty, 2019). Ha sido relacionado que, los niveles bajos de
testosterona pueden influir negativamente en los niveles de ARNm de enzimas antioxidantes
como catalasa 'y SOD en testiculo de ratas, conduciendo a una menor sintesis de dichas enzimas,
tal y como se observa en este estudio en el caso de SOD. Aunque aqui las enzimas antioxidantes
se midieron en epididimo, al ser un 6rgano dependiente de testosterona se puede asumir un
efecto similar (Zini y Schlegel, 2003). En particular ha sido reportado que el estrés puede
generar una lesién mitocondrial a través de la regulacion a la baja de la proteina Atp5al, la cual
esta involucrada en la generacion de ROS y en el metabolismo energético mitocondrial. Atp5al
disminuye su expresion en células de Leydig tras un proceso de estrés crénico, en el que a su
vez proteinas mitocondriales como StAR, 17 B-HSD y CYP11A1l también se vieron

disminuidas, lo cual sugiere que la disminucion de testosterona podria estar asociada a la
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regulacion a la baja de esta proteina (Xiong y cols. 2022). De igual forma el estrés crénico causa
apoptosis en las células de Leydig provocando una disminucién en la sintesis de testosterona
(Hou y cols 2014).

En nuestro grupo de trabajo hemos encontrado que el estrés cronico variable aumenta la
concentracion de aldosterona sérica, pero no la de corticosterona (Pérez-Sanchez en revision).
Poco se ha estudiado de la influencia de aldosterona sobre las concentraciones de testosterona.
Hace falta bloquear la union de aldosterona con su receptor para sugerir un posible mecanismo

que relacione el estrés con la aldosterona y los efectos negativos en la calidad espermatica.

CONCLUSION

En conclusion, el modelo de estrés crénico variable aplicado en este estudio afecto el epididimo.
El epididimo ha sido poco estudiado en el contexto de la fertilidad. Nuestros resultados sugieren
que la aldosterona y el epididimo podrian ser considerados como factores involucrados en la
infertilidad.

PERSPECTIVAS

e Analizar la histomorfologia epididimal en los grupo control y estresado.

o Paracorroborar que la aldosterona esta participando de manera negativa en el epididimo,
bloquear el receptor de aldosterona podria confirmar la propuesta. Asi, bloquear los
receptores mineralocorticoides con el uso de la eplerona especifico para este receptor y

analizar la histomorfologia epididimal y la calidad espermatica.
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ANEXQOS
Anexo 1. Protocolo de deshidratacion del testiculo

No. SOLUCION TIEMPO
1 Alcohol 70% 30 min
2 Alcohol 80% 30 min
3 Alcohol 96% 60 min
4 Alcohol 100% 60 min
5 Alcohol (100%)-Xilol 30 min
6 Xilol | 30 min
7 Xilol 1l 30 min
8 Paraplast | 2 min
9 Paraplast II 18 min
10 Paraplast 111 18 min

Anexo 2. Protocolo de tinciéon Hematoxilina-Eosina

SOLUCION TIEMPO
Xilol I 5 min
Xilol 11 5 min
OH-Xilol 5 min
DESPARAFINACION Alcohol 100% 5 min
Alcohol 100% 5 min
Alcohol 96% 3 min
Alcohol 80% 3 min
Alcohol 60% 3 min
Agua destilada 3 min




Hematoxilina Harris

35 min

Agua corriente 40 seg

TINCION OH- 4cido 40 seg
Agua destilada 40 seg
OH- amoniacal 3 min
Agua destilada 40 seg
Eosina 8 min
Agua destilada 40 seg
Alcohol 96% 40 seg
Alcohol 96% 40 seg

MONTAIJE Alcohol 100% 30 seg
Alcohol 100% 30 seg
OH- Xilol 30 seg
Xilol | 30 seg
Xilol I 30 seg
Entellan
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