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Resumen

La fisiologia reproductiva masculina depende de nervios espinales, entre ellos, el
genitofemoral (nGf). En la practica médica, el nGf puede lesionarse provocando el sindrome
de dolor inguinal causado por apendectomia, hernia inguinal o por torsiones pélvicas en los
deportistas. Las lesiones del nGf provocan alteraciones en la fertilidad al comprometer la
fisiologia del cremaéster y consecuentemente la testicular. EI nGf inerva al masculo cremaster
cuya contraccion/relajacion permiten el ascenso/descenso testicular respectivamente,
coadyuvando con la termorregulacion del testiculo, manteniéndolo a una temperatura 6ptima
de 2-4°C menor que la corporal. Nuestro grupo ha evidenciado que el nGf inerva
profusamente al cremaster mediante motoneuronas de los segmentos espinales L1-L2.
Ademas, que su seccion bilateral, en machos sexualmente maduros, disminuye
progresivamente la fertilidad.

Por lo anterior, la hipétesis del presente trabajo es que, la seccion del nGf mantendra
relajado al musculo cremaster, provocando alteraciones progresivas en las caracteristicas
seminales, asi como en la morfometria e histologia testicular, debido a la falta de
termorregulacion.

Se utilizaron ratas macho Wistar de 300 g de peso corporal, sometidas a pruebas de
entrenamiento copulatorio para adquirir experiencia sexual. A los animales anestesiados se
realizé la cirugia simulada (Cx sim) o se seccion0 bilateralmente el nGf (nGfx). A los 20, 40
y 60 dias postquirargicos se analizaron los parametros espermaticos, mediante
espermatobioscopia indirecta, después de la realizacion de una serie eyaculatoria. Se evalud
la morfometria e histologia testicular en cortes tefiidos con hematoxilina-eosina.
Adicionalmente, se pesaron las glandulas sexuales accesorias: vesiculas seminales, glandulas
coagulantes y préstata ventral para determinar indirectamente la concentracién de
andrdgenos.

Encontramos que se redujo significativamente la movilidad, viabilidad y cuenta
espermaticas, también disminuyo el peso de las glandulas accesorias. Sorprendentemente, no
hubo cambios en la histologia testicular. Quizas, la reduccién en la cuenta espermatica no se
debe a fallas espermatogénicas sino a la falta de contractilidad del cremaéster tras su
denervacion, dafiando asi, la cantidad de espermatozoides expelidos durante la eyaculacion.

Los espermatozoides testiculares son funcionalmente inmaduros, e.g., son inhabiles
para desplazarse progresivamente e incapaces de fertilizar al ovocito. Los gametos
masculinos son morfologicamente diferenciados, sin embargo, requieren transitar a lo largo
del epididimo para adquirir la madurez espermatica. El epididimo, igual que el testiculo se
aloja en la bolsa cremastérica. Asi, tras la seccion del nGf, testiculo y epididimo pudieron
dafarse en su fisiologia. El primero, disminuyendo la produccién de testosterona como lo
constata la reduccion del peso de las glandulas accesorias; el segundo, por el descenso tanto
en el porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva, como en el numero de
espermatozoides Vivos.

Investigaciones futuras sobre el papel del nGf con el epididimo y las glandulas
accesorias son necesarias, asi como con la actividad electromiogréafica del muasculo creméster
durante la eyaculacion.
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I. INTRODUCCION

1. Generalidades del nervio genitofemoral

Los nervios espinales lumbar 1y 2 se anastomosan y originan al genitofemoral (Fig. 1). Este se
dispone paralelamente a la aorta descendente y a nivel de la arteria iliaca comun se bifurca en
la rama femoral que es lateral y en la rama genital que es medial (Zempoalteca y cols. 2002). La
rama genital inerva a la piel abdomino-inguinal (Zempoalteca y cols. 2002), y no la rama
femoral como se consideraba anteriormente (Greene 1955, Hebel y Stromberg 1986). Asi
mismo, ambas ramas inervan profusamente a la bolsa cremastérica (Fig. 1; Zempoalteca y cols.
2002) y no solo la rama genital como se habia descrito (Greene 1955, Hebel y Stromberg 1986).
Los andlisis electrofisioldgicos indican que la estimulacién eléctrica de una u otra rama provoca
la contraccion de la region rostral, media y caudal de la bolsa cremastérica, aunque la
contraccion es mas fuerte por la estimulacién de la rama genital que la femoral (Zempoalteca y
cols. 2002). Dependiendo de la frecuencia de estimulacién, el testiculo no se desplaza o se
desplaza hacia la cavidad abdominal (a 50 Hz), o bien, hasta su interior (a 120 Hz). Cuando la
estimulacion cesa, el testiculo desciende hasta su posicién original, en la region caudal de la

bolsa cremastérica (Zempoalteca y cols. 2002).

a) Rama femoral b) Rama genital

Nervio genitofemoral Nervio genitofemoral

~«———— Aorta descendente Piel <«——Aorta descendente

Arteria iliaca comtin Abdominal-inguinal Arteria iliaca comun

Rostral

Cremaster

. Ventral
Lateral Cremaster Dogsal

Fig. 1 Distribucion del nervio genitofemoral. Paralelo a la aorta descendente y a nivel de la arteria iliaca comdn
se bifurca en a) Rama femoral y b) Rama genital (modificada de Zempoalteca y cols. 2002).



1.1 El musculo cremaster, 6rgano diana del nervio genitofemoral

En la rata macho, el musculo creméaster se forma por la confluencia de las fibras musculares
provenientes del oblicuo interno y abdominal transverso. Esta region de confluencia se
denomina zona de transicion muscular en la que se distingue el cambio en la direccion de las
fibras musculares. Aquellas provenientes del oblicuo interno se disponen circularmente y
corresponden a la capa externa (Fig. 2a), mientras que las fibras del abdominal transverso
dispuestas longitudinalmente pertenecen a la capa interna (Fig. 2b). Ambas capas constituyen

una bolsa muscular en donde se aloja el testiculo correspondiente (Zempoalteca y cols. 2002).

a) Misculo oblicuo b) Musculo abdominal
interno transverso

Zona de
transicion

.

| )
Fibras externas ks dntemas

(circulares) ¥ (longitudinales)

v

Fig. 2 Musculo cremaster. Arreglo de las fibras musculares de la zona de transicion que dan origen a las dos capas
gue constituyen al cremaster (modificada de Zempoalteca y cols. 2002).



1.1.1 Inervacion del cremaster

Las motoneuronas del cremaster se encuentran en la region mediocaudal de L1 y region
mediorostral de L2, con mayor porcentaje de neuronas en L2. Ademas, estas neuronas se
localizan en el nucleo ventrolateral de la lamina IX (Zempoalteca y cols. 2002). El nGcleo motor
del genitofemoral es una estructura sexualmente dimorfica (Larkins y Hutson 1991).

Las neuronas motoras del masculo cremaster estan ricamente inervadas por terminales
peptidérgicas y serotoninérgicas. Las fibras serotoninérgicas estan involucradas en la
contraccion involuntaria del cremaster (Koyanagi y cols. 2006).

El nervio genitofemoral se bifurca en la rama genital y la rama femoral, la genital inerva
la piel abdomino-inguinal, la cual se ve involucrada en el reflejo cremasteriano (Zempoalteca y
cols. 2002).

1.1.2 Regulacion de la temperatura testicular
Los testiculos de muchas especies de mamiferos migran fuera del abdomen, a través del canal
inguinal, para finalmente alojarse dentro del escroto.

La pérdida de control de la temperatura corporal puede ser tan dafiina para los testiculos
intraabdominales como para los testiculos escrotados. El control de la temperatura corporal tiene
relevancia para el mantenimiento de la fertilidad en los machos. Se ha reportado que la
temperatura dentro de la tlnica vaginal debe estar de 2-4 ° C mas frios que dentro de la cavidad
del cuerpo (Moore 1924a).

Existe un equilibrio entre el calor llevado al testiculo por la sangre arterial y el calor
metabolico que genera, asi como la pérdida de calor por el escroto, y con ello se determina la
temperatura de los testiculos. Aparte de los mecanismos activos disponibles para el escroto para
la pérdida de calor, hay otros mecanismos en funcionamiento todo el tiempo. La proximidad de
la piel escrotal y subcutanea a la superficie de los testiculos tiene una disposicidn que ejerce una
influencia sobre la temperatura de la sangre dentro de las venas testiculares superficiales. Esta
sangre, cuando fluye a través del plexo pampiniforme en el corddn espermatico (Fig. 3)
intercambia calor con la sangre arterial entrante, la pérdida de calor adicional ocurre en la sangre
de la arteria testicular a medida que pasa sobre la superficie del testiculo, ya que el testiculo y

el escroto estan mas frios que la sangre de la arteria (Waites 1970).



La contraccion del musculo dartos reduce el volumen del escroto y acerca mas el plexo
pampiniforme al tejido inguinal, que esta mas caliente, disminuyendo asi el intercambio de calor
en el cordon espermatico. Aunque la temperatura de la sangre sélo se ha medido en especies con
vasos grandes, podria suponerse que, en todas las especies, la sangre que fluye por la arteria
espermatica interna se enfria por la diferencia entre la temperatura abdominal y testicular
(Waites 1970). Un estudio en carneros merinos de Australia mostrd que la piel del escroto puede
ser menos arrugada o excesivamente arrugada (Dun 1964). Aquellos con piel demasiado
arrugada presentan mas disfuncién testicular durante el calor de verano que otros con la piel
menos arrugada (Dun 1956, Fowler y Dun 1966).

Se sabe que el polo craneal del testiculo de rata esta ligeramente mas caliente que el polo
caudal, y la superficie de la tinica albuginea es ligeramente mas fria que el tejido testicular
(Kormano 1967). Sin embargo, ninguna de estas diferencias es grande, prestando apoyo al
concepto de distribucion uniforme de calor en los testiculos por la sangre arterial.

Se sabe que el escroto estd muy vascularizado (Esser 1932) y posee receptores de
temperatura que, cuando cambia la temperatura de la piel, inician una serie de reflejos que
influyen tanto a nivel local como general, i. e., la termorregulacion.

En el hombre, el calentamiento de una regién del cuerpo se le Ilama sudoracion, proceso
fisioldgico fundamental para la termorregulacion (Rawson y Randal 1961). En el escroto existen
glandulas sudoriparas que también coadyuvan a la termorregulacion testicular.

Existe también la participacion del muasculo cremaster en la termorregulacion, como es
un masculo estriado, es incapaz de sostener contracciones mostradas por el masculo dartos. Por
lo tanto, es de menor importancia como estructura termorreguladora. Se sabe que, la excitacion
sexual (Masters y Johnson 1987) provoca contracciones del musculo creméster, esto acerca los
testiculos al abdomen. Por ello, se especula que tales contracciones en otras circunstancias
ayuden al retorno venoso del testiculo, por lo que es importante continuar estudiando al

cremaster.



Fascia
espermatica

Musculo dartos

interna
Fascia
. espermatica
Tunica P
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Fig. 3 Bolsa escrotal seccionada. Desde la parte més externa se observa la piel del escroto, masculo dartos, musculo
cremaster, fascia espermatica externa, fascia espermatica interna, tlnica vaginal, envolviendo al epididimo y al

testiculo (modificada de Frank 2000).

1.1.3 Reflejo cremasteriano por estimulacion térmica y mecanica

Es unreflejo de proteccion y termo-regulacion testicular, en el hombre ocurre por la
estimulacion del tercio superior y anteromedial del muslo. El reflejo corresponde a una
contraccion de las fibras del cremaster resultando en la elevacion de los testiculos. El reflejo
puede ocurrir por estimulacién de la piel o por cambios de temperatura (Schwarz y Hirtler,
2017).

En la rata macho, la estimulacion cutanea de la piel inguinal activa a los mecano-
receptores (de Paccini, Meissner y Merkel), mientras que los cambios de temperatura activan a
los termo-receptores (de Krause-Ruffini). Los mecano-receptores (Fig. 4) al activarse
transducen la informacion mecanicay los termo-receptores se encargan de transducir lo térmico,
la informacion mecanica o térmica viaja por la rama genital (via aferente). Llega a la médula
espinal donde las neuronas sensoriales hacen sinapsis con las neuronas motoras del nucleo
ventrolateral de L1y L2 (centro integrador). Los axones de las neuronas motoras constituyen la
rama genital del nervio (via eferente), que lleva informacion motora a la cara ventral y dorsal
del musculo cremaster (efector) (Zempoalteca 2002, Schwarz y Hirtler 2017).

Asi mismo la estimulacion cutanea de la piel escrotal inervada por el nervio pudendo,

que se origina en los segmentos L6-S1, activa a los termo-receptores (de Krause-Ruffini) que


https://es.frwiki.wiki/wiki/R%C3%A9flexe

transducen la informacion sensorial, ésta llega a la médula espinal y la informacion viaja a otro
segmento de médula espinal a través de la zona de Waldeyer mediante interneuronas hasta llegar
a L1y L2 para realizar sinapsis con las motoneuronas del nucleo ventrolateral y finalmente,
aportar informacion para el ascenso o descenso del cremaster (schwarz y hirtler 2017).

Al controlar y regular la pérdida de calor a traves de la piel, el creméaster mantiene la
temperatura para el funcionamiento 6ptimo de los testiculos. EI musculo esta inervado por la
rama genital, que surge en L1y L2 y estd formada mayoritariamente por fibras sensoriales. La
rama genital continta al musculo psoas e ingresa al anillo inguinal interno con el cordén

espermatico, suministrando fibras motoras al cremaster (Ertekin y cols. 2005).

Reflejo cremasteriano

Estimulacién inguinal
Mecano-receptores (Paccini, Meissner y
2 Merkel)

Via aferente Termo-receptores (Krause-Ruffini).

Efector

P

Musculo cremaster

nGf =

Via eferente
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Piel escrotal
(Krausse-Ruffini)

Nervio pudendo

Piel del escroto

Fig. 4 Reflejo cremasteriano. Los mecano-receptores o los termo-receptores al activarse transducen la informacién
y ésta viaja por la via aferente. Llega a la médula espinal donde las neuronas sensoriales hacen sinapsis con las
neuronas motoras (centro integrador). Los axones de las neuronas motoras constituyen la rama genital del nervio
(via eferente), que lleva informacién somatica a la cara ventral y dorsal del masculo cremaster (efector).



1.1.4 EI musculo cremaster y el funcionamiento testicular

En el adecuado funcionamiento de los testiculos se requiere conservar una temperatura de 4 a 5
grados Celsius menor que la temperatura corporal, ya que el saco escrotal y el sistema vascular
en el testiculo coadyuvan como elementos termorreguladores, a través de un proceso de
intercambio de calor a la altura del cordon espermatico (Setchell y cols. 1994).

Cuando la temperatura escrotal es mas alta de lo requerido, como se ha evidenciado en el
raton, se afecta la sintesis de ADN, ARN y proteinas como la dineina y tubulina, que son
indispensables para estimular la movilidad espermaética, la cual se realiza mediante una accion
enzimatica sobre el ATP, la cual produce la energia necesaria para el movimiento del axonema,
estas proteinas se encuentran dafiadas debido al incremento de la temperatura del escroto (Banks
y cols. 2005, Huang y cols. 2005). Por otro lado, se sabe que durante la espermatogénesis se
requieren muchas proteinas durante la fase proliferativa. Si éstas se alteran, posiblemente se
produciran dafios en el proceso espermatogénico.

Asi, la falta de mantenimiento 6ptimo de la temperatura testicular resultara en alteraciones
de las funciones testiculares, espermatogénesis (produccion de células espermaéticas) y
esteroidogeénesis (produccion de hormonas sexuales como la testosterona).

2. Anatomia testicular

Se sabe que el 6rgano masculino primario encargado de la reproduccion, es el testiculo, éste se
encuentra fuera del abdomen, uno por cada lado del saco escrotal. La forma del testiculo es
ovalada y esta rodeado por una capa gruesa de tejido conectivo llamada tinica albuginea. Desde
esta tlnica se extiende un engrosamiento hacia el interior del 6rgano, éste se conoce como
mediastino testicular. Desde el mediastino se desprenden tabiques radiales de tejido conectivo,
denominados tabiques testiculares, que se dirigen hacia la tinica albuginea. Estos tabiques se
encuentran dividiendo el tejido glandular en pequefias estructuras piramidales Ilamadas
lobulillos testiculares. Cada uno de estos lobulillos contiene varios tabulos seminiferos, con
trayectos muy tortuosos, que son responsables de la produccidn de espermatozoides. Los tubulos
seminiferos contindan cerca del mediastino en forma de tdbulos rectos. Estos tubulos rectos

contintan su curso en la rete testis, un sistema de canales laberinticos. La tunica albuginea esta



cubierta en su parte externa por una capa de mesotelio, que corresponde a la capa visceral de la
tlnica vaginal propia del testiculo. En su profundidad, la tlnica albuginea esta en contacto con
una capa de tejido conectivo laxo vascular denominada tinica vasculosa del testiculo, que se
comunica con el tejido conectivo laxo vascular circundante, conocido como el intersticio, que
rodea los tubulos seminiferos. En este intersticio se encuentran las células de Leydig, que tienen
funcion endocrina. Los tabulos seminiferos estan rodeados por una membrana basal y células
mioides. Delimitados por esta membrana basal (Fig. 5), los tdbulos estan revestidos por un
epitelio estratificado especializado Ilamado epitelio seminifero, que consta de dos tipos
principales de células: las células de Sertoli y las células espermatogénicas, que incluyen
espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides y
espermatozoides (Fig. 5). Unicamente las células de Sertoli y las espermatogonias estan en

contacto directo con la membrana basal (Kierszenbaum y cols. 2008).



Espermatidas

Espermatocitos

Espermatogonias

Nucleo de célula de
Sertoli
Membrana basal

Fig. 5 Corte transversal de testiculo. Delimitado por la membrana basal se observa a una célula de Sertoli que
contiene a las espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y en la luz del tlbulo seminifero se encuentran los
espermatozoides (modificada de Kierszenbaum 2008).



2.1 Células de Sertoli y células de Leydig
Las células de Sertoli, son menos numerosas que las células espermatogénicas, éstas se ubican
de forma dispersa entre ellas, originalmente con una morfologia cilindrica, ya que se extienden
desde la membrana basal hasta la superficie luminal del epitelio. Estas células emiten muchas
prolongaciones que se entrelazan entre las células espermatogénicas. No se distinguen los
limites del citoplasma en el microscopio Optico, pero se puede detectar el niicleo. Este puede ser
oval, es grande, claro y posee nucléolo muy voluminoso.

Las células de Leydig son las encargadas de secretar testosterona, éstas se localizan fuera
de los tubulos en el tejido intersticial. EI papel especifico de los andrégenos en la
espermatogénesis no es claro, pero se sabe que, si no existen niveles adecuados de esta hormona,

no se lleva a cabo la formacion de espermatides.

2.2 Ciclo espermético y onda espermatica
El ciclo espermaético (etapas) implica cambios en la asociacion celular a lo largo del tiempo en
un punto determinado del tabulo seminifero. Estos cambios se producen conforme las estirpes
de células espermatogénicas solapadas progresan en su desarrollo. Seria como visualizar
cambios de las asociaciones celulares o estadios de un ciclo empleando una camara con control
de tiempo colocado en un lugar determinado del tubulo seminifero (Kierszenbaum y cols. 2008).
La onda espermatogénica provoca cambios a lo largo del tibulo seminifero (distancia).
Se podria decir que es una onda que viaja siguiendo la longitud del tubulo seminifero
(Kierszenbaum y cols. 2008).
En la rata macho existen 14 etapas (Fig. 6) y tiene una onda espermatica de 65 dias
(Monesi 1982).

10



‘3
Xi ] Xm XV

n

9/ 0,0/v,009 9 59.2. ). )/
9006000888863 0
9260609000668
%o 0.0 6066006606 060

] U] v v Vi vil viil IX

Fig. 6 Etapas del ciclo del epitelio seminifero en ratas. Las etapas se indican con nimeros romanos I-XIV. Las
columnas verticales ilustran los diferentes tipos de células presentes en cada uno. Las células ilustradas son
espermatogonias de tipos Al-A4 e intermedias (In) y espermatogonias tipo B, asi como espermatocitos en
preleptoteno (PI), leptoteno (L), cigoteno (Z), paquiteno (P) y diploteno (Di); y finalmente las espermétidas como
resultado de las espermiogénesis (modificada de Clermont 1972).
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3. Fisiologia testicular
El testiculo tiene 2 funciones bésicas: la biosintesis y secrecion de hormonas (esteroidogénesis)

y la produccion de células germinales (espermatogénesis).

3.1 Esteroidogénesis

La sintesis de hormonas esteroides es esencial para preservar la funcion reproductiva. Los
testiculos producen lipidos llamados esteroides, la testosterona y la Sa-dihidrotestosterona, dos
hormonas necesarias para el desarrollo del fenotipo masculino, de los caracteres sexuales
secundarios y la espermatogénesis, incluyendo la conducta sexual. Estas hormonas se forman a
partir de una molécula de acetato. Los pasos biosintéticos que ocurren desde el colesterol a la
pregnenolona son comunes a todas las hormonas esteroides (Austin y Short 1982).

El primer paso esencial implica trasladar el colesterol (27 atomos de carbono) desde las
reservas de grasa en las mitocondrias, donde se realiza la hidroxilacion y se convierte en
pregnenolona (21 atomos de carbono). Esta transformacion es mediada por un complejo
enzimatico conocido como citocromo CYP450 o P450scc. A partir de esto, la pregnenolona
puede convertirse en testosterona a través de dos vias de sintesis, denominadas via A5 o via A4.

(Fig. 7) (Strauss y cols. 1996).
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Fig. 7 Sintesis de la testosterona a partir del colesterol. En el testiculo se produce la testosterona por la via llamada
A5 o bien, via A4 (modificada de Strauss y cols. 1996).
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3.2 Espermatogenesis

La espermatogénesis comprende una gran red de procesos que ocurren en los tubulos
seminiferos y termina en la produccién de gametos maduros. En los tibulos seminiferos las
células germinales estan asociadas en una estructura altamente organizada y preestablecida. La
espermatogénesis consta de tres fases: la primera fase es la mitdtica, ésta implica la proliferacién
de espermatogonias para asi aumentar su nimero y generar a los espermatocitos primarios. La
segunda fase es la de meiosis, en la que los espermatocitos primarios presentan recombinacion
genética y se convierten en espermatidas. La tercera fase es espermiogénesis, en la que se
involucran procesos de diferenciacion que dan como resultado la formacion de espermatozoides
con la morfologia caracteristica de cada especie (Monesi 1982). Estas células son denominadas
células de la linea espermatogénica. La espermatogénesis es un proceso demasiado productivo,
debido a que una espermatogonia puede producir hasta 4096 espermatozoides maduros en ratas
(Russel y cols. 1990). Durante este desarrollo, las células de la linea espermatogenica son
sustentadas por las células de Sertoli, que responden a diferentes factores, como la hormona

foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y andrégenos (Monesi 1982).

4. Eyaculacion y fluido seminal
El fluido seminal es lo que se expele por el meato uretral durante la eyaculacion. Esta consiste

de dos fases sucesivas, la emision y la expulsion (Benson 1988).

4.1 Emision seminal

La emisién ocurre cuando los espermatozoides de la cauda del epididimo y las secreciones de
las glandulas sexuales accesorias confluyen en la uretra prostatica, ademas del cierre del cuello
de la vejiga urinaria (Benson 1988). Durante la emisidn se mezclan las secreciones en distintas
fracciones: la primera fraccion es relativamente pequefia, compuesta de un liquido viscoso claro
que procede exclusivamente, de las glandulas bulbouretrales y cuya funcion es limpiar y lubricar
la uretra del macho (Goodman 1974); la segunda fraccion se compone de la secrecidn prostatica
y de las &mpulas mas los espermatozoides; y la fraccion final es una secrecion mucoide que
procede de las vesiculas seminales y que proporciona el mayor volumen de plasma seminal

(Guyton 1987). En algunas especies, como en la rata, esta fraccion se acompafia de material
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secretado por las glandulas coagulantes el cual forma un tapon seminal cuyo papel en la
fertilizacion es fundamental (McClintock y Adler 1978).

4.2 Expulsion seminal
La expulsion del fluido seminal usualmente se acompafia de contracciones espasmadicas de los
musculos estriados del area perineal: el isquiocavernoso, bulboesponjoso (Meisel y Sachs 1994)
y cremaster que acercan al testiculo y al epididimo al cuerpo aumentando asi la presion intra-
abdominal (Zempoalteca y cols. 2002).

Los centros nerviosos del reflejo de eyaculacion se localizan en segmentos espinales
(Ganong 2007). Se ha descrito que la expulsién seminal depende del nervio pudendo,

hipogastrico y genitofemoral.

4.3 Composicion de fluido seminal

El liquido seminal en ratas contiene una variedad de moléculas, producidas principalmente por
glandulas accesorias sexuales, y también células distintas de los espermatozoides (por ejemplo,
leucocitos) (Poiani 2006). En los mamiferos, la actividad de las glandulas accesorias esta bajo
control androgénico (testosterona, 5alfa-dihidrotestosterona) y estrogénico, con acciones
sinérgicas entre esos dos tipos de esteroides gonadales (Raeside y cols. 1999). La oxitocina
secretada por la hipofisis posterior, la prolactina secretada por la pituitaria anterior y tanto las
catecolaminas como la hormona del crecimiento también pueden controlar la actividad de las
glandulas sexuales accesorias en los mamiferos (Gemmell y Sernia 1989, Kumar y Farooq 1994,
Gonzalez y cols. 1994, Watson y cols. 1999).

La hormona leptina se ha encontrado en el liquido seminal humano y también puede ser
secretada por vesiculas seminales o la prostata en ratas. La relaxina prostatica, que puede
estimular la actividad reproductiva femenina, se transmite a las hembras a través del liquido
seminal y también puede estar presente en ratas. La 5'-nucleotidasa, enzima que hidroliza los
nucleotidos, es secretada por las glandulas accesorias y se encuentra en el liquido seminal de los
hombres, y también puede desempefiar un papel en las ratas. La trehalasa, una proteina
estructural que puede servir como alimento espermatico, puede estar presente en ratas (Poiani
2006).
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1. ANTECEDENTES

2.1 Tratamiento térmico testicular afecta las gdénadas, la espermatogénesis y la
esteroidogénesis.
Se ha evidenciado que el aumento de la temperatura escrotal de 39 £+ 0.5 ° C disminuye del 40-
60 % el tamafio de los testiculos en carneros (Byers y Glover 1984, Sanford y Baker 1990). La
disminucion del tamafio testicular se debe a la reduccion significativa del diametro del tabulo
seminifero y del volumen total del tejido intersticial (Hansen 2009). De esta manera, disminuye
la concentracion de espermatozoides, a partir de los 14 a 16 dias (Setchell 1987, McLaren 1988).
Asimismo, se ha mostrado mayor porcentaje en anormalidades espermaticas en la cabeza
(50 %) y el flagelo (80 %) por accion del calor. También disminuyen los niveles testosterona en
plasma (Huanca y cols. 2015). Hay escasos estudios referentes a los cambios causados por

tratamientos térmicos sobre la secrecion de hormonas esteroides (Byers y Glover 1984).

2.2 Descripcién anatomo-electrofisiologica del nervio genitofemoral.
Este estudio se enfoco en investigar la funcién del nervio genitofemoral en la contraccion del
musculo cremaster. Se describid la inervacion del nervio y se aplicé estimulacién eléctrica para
medir la fuerza del musculo (Zempoalteca 2002).

El nervio genitofemoral en ratas macho se origina en los nervios espinales lumbares 1y
2 y se divide en dos ramas que inervan la piel abdominal-inguinal y el masculo cremaster. Se
hizo marcaje retrogrado, inyectando el trazador en el musculo cremaster y luego se perfundié a
la rata. Se obtuvo la médula espinal y mediante técnicas histologicas fueron procesadas para
luego realizar mediciones morfometricas de las neuronas, asi como para determinar la extension
de la columna de motoneuronas localizadas en los segmentos espinales L1 y L2, encontrando
mayor proporcion de neuronas en L2 (Fig. 8). Por otro lado, con la aplicacién de estimulacién
eléctrica, el nervio gentofemoral, a diferentes frecuencias, se determind como se posicionaban
los testiculos a lo largo del saco del musculo cremaster (Zempoalteca 2002).

La estimulacion eléctrica del nervio genitofemoral a frecuencias altas, resultd en la
contraccion del musculo cremaster y el desplazamiento del testiculo hacia la cavidad abdominal
(Zempoalteca 2002).
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Cremaster

c)

Fig. 8 Fotomicrografias del grupo de motoneuronas marcadas con HRP-WGA que inervan el mdsculo creméster
en la rata macho. (a) Seccidn transversal a través del segmento espinal lumbar 2 (L2) muestra la ubicacion de
neuronas en el nacleo ventral (Vn) de la materia gris. (b) Las mismas neuronas a mayor aumento mostrando
orientacion dendritica dorsolateral y dorsomedial a la sustancia gris. (c) Seccién longitudinal a través de L1y L2
gue muestran una columna de motoneuronas marcadas, con mayor nimero de neuronas ubicadas en L2 (Modificado
de Zempoalteca 2002).
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2.3 El nervio genitofemoral, la copula y la fertilidad

Los estudios de lesion en los que se realiza la seccion bilateral del genitofemoral -incluida una
porcion de 1 cm del nervio- no tienen efecto en la ejecucion de la conducta copulatoria de la rata
macho. Los parametros copulatorios convencionales: latencia de monta, de intromision y de
eyaculacion, nimero de montas y de intromisiones no cambian, incluso hasta los 21 dias
postquirdrgicos (Lucio y cols. 2001). EI 91 % de las hembras presentd tapon seminal tras la
eyaculacion, cuyo peso fue similar al de los tapones de los machos sham (Lucio y cols. 2001).

La fertilidad probada de dos maneras en ratas con el nervio genitofemoral seccionado
disminuy0 significativamente. En un grupo de animales a los que se les permitié una sola
eyaculacion (Fig. 9a) a los 60, 75 6 90 dias después de la seccion, prefiaron al 40, 30 y 20 % de
las hembras respecto al 80 % de las hembras prefiadas por los machos sham (Lucio y cols. 2001).
Otro grupo de machos de 10, 25 6 38 dias después de la seccidn nerviosa cohabitaron con tres
hembras cada uno, durante 15 dias (Fig. 9b). En ese tiempo al menos tres ciclos estrales
presentaron las hembras. Los machos controles prefiaron al 83 % de las hembras en el primer
ciclo, 5 % en el segundo y 11 % no se prefiaron. En contraste, los machos con seccién del
genitofemoral de 38 dias postcirugia prefiaron solo al 18 % de las hembras en el primer ciclo,
30 % en el segundo, 15 % en el tercero y 37 % no quedaron prefiadas. Los machos de 10 y 25
dias postquirtrgicos no mostraron cambios significativos comparados con los machos sham
(Lucio y cols. 2001). Estos resultados sugieren que la temperatura testicular no es la 6ptima
debido a la falta de contraccion del musculo creméster tras su denervacion. El efecto es mas
evidente conforme transcurren mas dias después de la seccion del genitofemoral.

Es posible que varios factores actien concurrentemente para producir los deterioros
observados de la fertilidad. La seccion transversal del nervio genitofemoral podria interferir con
la contraccion muscular orquestada necesaria para expulsar el fluido seminal durante la
eyaculacion.

Ademas, existe la posibilidad de que la contraccion del cremaster coadyuve al transporte
espermatico desde la cauda epididimaria. Esto podra verificarse mediante el analisis de los
parametros seminales de machos con seccion del genitofemoral. Por otro lado, es bien sabido
que el desplazamiento testicular, controlado por la actividad del cremaster, coadyuva a la

termorregulacion para la Optima temperatura testicular y asi poder llevar a cabo la
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espermatogénesis (Jegou y cols. 1984). Esto podré verificarse mediante el estudio morfométrico
e histoldgico testicular de machos con seccion del genitofemoral.

Por lo anterior, es pertinente conocer no solo la anatomia relacionada con el
genitofemoral, sino también, su participacion en la fisiologia sexual para determinar los posibles
efectos colaterales de su lesion. Dado que en los estudios se requiere la manipulacion invasiva
es necesario utilizar animales de laboratorio. Hasta ahora se han logrado numerosos avances en
el entendimiento de la fisiologia sexual masculina en los que el nervio genitofemoral ha quedado

un poco al margen.

a) b)
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Fig. 9 Porcentaje de hembras prefiadas. a) Después de una eyaculacion de machos neurectomizados (nGFx) en
comparacién con machos simulados (sh) a los 60, 75 y 90 dias después de la cirugia. b) Después de permanecer
durante 15 dias con hembras (modificada de Lucio y cols. 2001).
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I11. JUSTIFICACION

La fisiologia sexual masculina involucra distintas estructuras pélvicas y perineales que
dependen de nervios espinales, entre ellos, el genitofemoral. Este inerva al misculo cremaster,
que se forma por la confluencia de las fibras musculares provenientes del oblicuo interno y del
abdominal transverso. Asi se constituye la bolsa cremastérica derecha e izquierda, cada una aloja
al testiculo y al epididimo correspondiente.

Por lo anterior, en la practica médica es posible causar algunos padecimientos durante
las cirugias de hernias inguinales y deportivas que pueden lesionar al nervio genitofemoral. Las
lesiones de este nervio alteran la fisiologia testicular debido a que el ascenso/descenso testicular
no ocurre. De este modo, no existe la termorregulacion adecuada del testiculo para mantener la

esteroidogénesis y la espermatogénesis.

IV. HIPOTESIS

La seccion del nervio genitofemoral mantendra relajado al masculo cremaster, provocando
alteraciones progresivas en las caracteristicas seminales asi como en la morfometria e histologia

testicular en la rata macho adulta.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar el papel del nervio genitofemoral sobre las caracteristicas seminales y testiculares
en la rata macho.

5.2 Especificos

1) Analizar los pardmetros seminales a los 20, 40 y 60 dias después de la seccion del nervio
genitofemoral.

2) Evaluar los cambios testiculares morfométricos e histolégicos a los 20, 40 y 60 dias después

de la seccidn del nervio genitofemoral.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Animales
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, machos de 300 g y hembras de 200 g de peso corporal. Se
mantuvieron en condiciones estandares de bioterio. El ciclo de luz oscuridad fue invertido 12/12
h, encendido de luces a las 08:00 h, y temperatura controlada 21 + 2 ° C. El agua y el alimento
balanceado (Purina Chow, México) se les proporciono ad libitum durante todo el experimento.
Los animales fueron alojados en cajas de acrilico (50 x 30 x 20 cm), 4 machos ¢ 6 hembras por
caja con cama de aserrin.

Los machos fueron inexpertos sexualmente y se entrenaron mediante pruebas

copulatorias.

6.2 Pruebas de entrenamiento copulatorio

Se usaron hembras ovariectomizadas con estro inducido mediante la inyeccion subcutanea
secuencial de 10 pg de estradiol y 2 mg de progesterona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
a las 48 y 4 h, respectivamente antes de cada prueba copulatoria, por via subcutanea.

La arena copulatoria fue un cilindro de acrilico (50 cm altura x 50 cm didmetro) con
cama de aserrin. Las pruebas se realizaron durante el segundo tercio de la fase de oscuridad.
Antes de iniciar cada prueba copulatoria, a los machos se les permitio permanecer durante 5 min
en la arena copulatoria para su habituacion. Después se introdujo en la arena de copula a una
hembra con estro inducido, en ese momento inicid el registro de los parametros copulatorios
convencionales:

Latencia de monta (LM) es el tiempo que transcurre desde que se introduce la hembra a
la arena copulatoria hasta que ocurre la primera monta, se expresa en segundos.

Latencia de intromision (LI) es el tiempo que transcurre desde que se introduce la hembra
a la arena copulatoria hasta que ocurre la primera intromision, se expresa en segundos.

Latencia de eyaculacion (LE) es el tiempo que transcurre desde la primera intromision
hasta que ocurre la eyaculacion, se expresa en segundos.

Ndamero de montas (NM) es la cantidad de veces que ocurre el patron motor de monta.

Namero de intromisiones (NI) es la cantidad de veces que ocurre el patron de intromision.
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El entrenamiento copulatorio const6 de 5 pruebas, con intervalo de dos o tres dias entre
ellas. La prueba durd 15 min cuando el macho Unicamente realiz6 montas 0 no presentaba los
patrones motores de monta o intromision; 30 min después de haber realizado la primera
intromision, aunque no eyaculara, o bien, cuando el macho presentd el patron de eyaculacion
(Lucio y cols. 2023).

Una vez que los machos eyacularon en al menos 4 pruebas seguidas, se les denomina
como machos sexualmente expertos y estan listos para realizar seccionar bilateralmente el

nervio genitofemoral.

6.3 Cirugia (seccion bilateral del nervio genitofemoral)

Las ratas macho se anestesiaron con ketamina (15 mg/kg) y xilacina (1 mg/kg), via IP. Se les
rasurd la region abdominal y se les aplico cloruro de benzalconio. Luego, se realizé una incision
amplia en la piel y musculatura abdominal sobre la linea media de aproximadamente 4 cm. Se
localiz6 la aorta descendente y a nivel de la arteria renal se identificd el nervio genitofemoral
derecho, que después de haber sido disecado se seccion6 extrayendo una porcion de 1 cm. Se
realiz6 el mismo procedimiento para el nervio izquierdo. Posteriormente, se suturé la
musculatura abdominal y la piel con hilo seda. Ademas, algunos animales fueron sometidos a
cirugia-sham. Se siguié el mismo protocolo quirdrgico -vide infra-, aunque el nervio
genitofemoral no fue seccionado. Se aplico penicilina; via IM y se permitio la recuperacién de
los animales de al menos 2 h. Después se llevaron al bioterio para ser alojados en sus respectivas
jaulas (Fig. 10).

Fig. 10 Seccion del nervio genitofemoral. A: Se peso al macho, B: Se anestesio, C: Incision en pared abdominal,
D: A nivel de la aorta descendente y paralela a ella se localizé el nervio.
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6.4 Obtencion del fluido seminal (espermatobioscopia indirecta) y evaluacién de los
parametros seminales

Se realizaron las pruebas conductuales a los 20, 40 y 60 dias después de la seccion del nervio
genitofemoral (datos no mostrados) para poder obtener el fluido seminal de las hembras
apareadas con dichos machos.

Una vez ocurrida la eyaculacion, el macho se retird de la arena copulatoria y la hembra
permanecio ahi por 5 min. Después se llevo al laboratorio para administrarle una dosis letal con
pentobarbital sédico (80 mg/kg IP, Pfizer; DF, México). Tras la incision abdominal, los cuernos
uterinos se ligaron proximal y distalmente para extirparlos. Se mantuvieron en una caja Petri
con solucion salina a 37 °C usando un bafio térmico (Felisa 1-80 °C) para mantener la
temperatura. Se realizé la limpieza de los cuernos uterinos eliminando grasa y vasos sanguineos.
Una vez limpios se corto el extremo proximal de cada uno y exprimiendo suavemente se vacio
el contenido en un tubo de microcentrifuga mantenido a 37 °C. Finalmente, se obtuvieron las
muestras del eyaculado para evaluar los parametros seminales.

La movilidad espermatica se distinguié en progresiva, in situ e inmovil en 100
espermatozoides utilizando un contador digital (Conductronic M220), se uso el objetivo de 20x
con un microscopio Optico (Optiphot-2 Nikon). El resultado se expreso6 en porcentaje.

La viabilidad y morfologia esperméticas se evaluaron en 100 espermatozoides usando la
tincion de eosina-nigrosina. Los espermatozoides tefiidos se clasificaron como muertos; los no-
teflidos, como vivos. Respecto a la morfologia espermatica se consideraron espermatozoides
normales y anormales. Los normales presentaron la cabeza en forma de hoz y un largo flagelo;
los anormales, doble cabeza, doble flagelo, flagelo fragmentado o en zig-zag. Se uso el objetivo
de 100x para ambos parametros y el resultado se expreso en porcentaje.

La cuenta espermatica se evalu6 utilizando la camara de Neubauer después de haber sido
obtenida la dilucién (1:100, 1:200 segun correspondiera).

Cabe mencionar que los aumentos totales fueron de 200 para movilidad y cuenta
espermatica y 1000 para viabilidad y morfologia, considerando que el microscopio tiene
oculares con aumento de 10x.

Después de la evaluacion del fluido seminal se obtuvo quirdrgicamente el tapon seminal

de la vagina. Se registré el peso con una balanza analitica (Mettler AE 50) y el tamafio (largo x
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ancho) con un vernier digital y se expresaron en miligramos y milimetros, respectivamente.

6.5 Obtencion de testiculos y evaluacion de muestras

Al término de cada prueba postquirdrgica conductual a los 20, 40 y 60 dias, a las ratas macho
se les administro una dosis letal con pentobarbital sodico (80 mg/kg IP, Pfizer; DF, México). Se
les extrajeron ambos testiculos y se colocaron en liquido de bduin para su fijacion durante 24 h.
El testiculo derecho de cada animal se fijé y guard6 para posteriores estudios, mientras que en

el testiculo izquierdo se analizaron los cambios morfomeétricos e histologicos correspondientes.

6.5.1 Morfometria testicular
Se registro el peso y se medio el eje longitudinal y transversal del testiculo recién extirpado y se

expresd en gramos y centimetros, en 6 ratas.

6.5.2 Glandulas sexuales accesorias
Adicional a la morfometria testicular, se registrd el peso de algunas glandulas accesorias

(vesicula seminales + glandulas coagulantes y prostata ventral), en 6 ratas.

6.5.3 Histologia testicular

Después de haber permanecido en el liquido de Bouin, el testiculo izquierdo de 3 ratas por grupo
experimental, se mantuvo en alcohol al 70 % hasta el momento del procesamiento histoldgico
para la inclusion en bloques de parafina. Las muestras de tejido se deshidrataron en cambios
ascendentes de etanol seguidos de dos cambios a cloroformo, uno de 24 h y el otro de 2 h antes
de ingresarlo al horno. Finalmente, las muestras se colocaron en bafio de parafina a 65 °C durante
3 h. Los bloques se cortaron transversalmente en tiras seriadas a 5 pum de grosor con microtomo.
Se montaron dos tiras de cortes por cada portaobjeto fijado con gelatina al 0.3 %. Las laminillas
se dejaron secar por 24 h en una cdmara con vapores de formol al 37 %. Después, los cortes
histologicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina'y montados en resina sintética (Luna 1968).
Finalmente, los cortes transversales se observaron con microscopia usando el objetivo 10x para
determinar en 30 tubulos seminiferos por grupo experimental de distintos cortes transversales,

los siguientes parametros:
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A) Diametro del tubulo seminifero. B) Area del tibulo seminifero. C) Diametro del lumen
tibulo seminifero. D) Altura del epitelio seminifero (Fig.11).

Se us6 un software de medicion (AxioVision Rel. 4.8) calibrado en micras.

Fig. 11 Corte transversal de testiculo. A: Diametro del lumen, B: Area del tubulo, C: Diametro del tibulo, D: Altura
del epitelio seminifero (modificada de Kierszenbaum 2008).

indice histopatoldgico (Tabla 1). Se analizaron 30 tubulos seminiferos por animal y se
les asigno un valor al dafio observado usando una escala indicativa del 1 a 6:
(1) Plegamiento de la lamina basal, escalamiento celular
(2) Vacuolizacion epitelial, células multinucleadas y picnosis celular
(3) Tubulos sin espermatidas
(4) Tubulos sin espermatocitos
(5) Tabulos sin espermatogonias
(6) Ausencia de todo tipo de células
Al final se sumo el puntaje por tibulo obteniendo 21 puntos como méaximo, indicando el mayor
dafo tubular (Vigueras-Villasefior y cols. 2009).
Adicionalmente, se analizd mediante el indice de Johnsen la categorizacién de la
espermatogénesis en una escala del 1-10 (Tabla 2) en los mismos 30 tubulos seminiferos por
animal, de cortes transversales de testiculo (Johnsen 1970).
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Tabla 1. indice histopatoldgico para la evaluacion tubular y espermatica.

Nivel de dafio

Puntaje

Plegamiento de la lamina basal, escalamiento celular
Vacuolizacion epitelial, células multinucleadas y picnosis celular
Tubulos sin espermatidas

Tubulos sin espermatocitos

Tubulos sin espermatogonias

Ausencia de todo tipo celular

Tabla 2. indice de Johnsen para la evaluacion espermatogénica.

Nivel de dafo

Puntaje

1

o Ol W

Espermatogénesis completa con algunos espermatozoides, epitelio germinal
organizado, con grosor regular y lumen abierto.

Epitelio germinal desorganizado con algunos espermatozoides presentes y con un
marcado desprendimiento u obliteracién del lumen.

Pocos espermatozoides presentes en la seccion (<5-10).

Sin espermatozoides presentes, pero con algunas espermatidas presentes.

Sin espermatozoides presentes y pocas espermatidas (<5-10).

Sin espermatozoides ni espermatidas, pero con varios o algunos espermatocitos
presentes.

Pocos espermatocitos presentes (<5) sin espermatidas o espermatozoides
presentes.

Las espermatogonias son las Unicas células germinales presentes.

Sin células germinales, pero con las células de Sertoli presentes.

Sin células presentes en la seccion tubular.

10

o1 o N 0

N
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar

Machos adultos de 300 g

Entrenamiento copulatorio (4-6 pruebas)

Prueba (precirugia)
+  Obtencion y analisis del fluido seminal

\

Cirugias: seccion bilateral nGf o seccion simulada

(n=6)
[

Recuperacion postcirugia

Prueba (postcirugia)
20 40 60 dias
(n=7) (n=7) (n=7)

e Obtencion y andlisis del fluido seminal

Analisis estadistico
U de Mann-Whitney

Obtencidon de testiculos

Morfometria testicular y peso de glandulas accesorias

(vesicula seminal + coagulantes y prostata ventral)
Histologia testicular
indices (Johnsen e histopatol6gico)

Hembras de 200 g (n=42)
QVX (E2+P4)

Analisis estadistico
U de Mann-Whitney
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Parametros seminales
Respecto a los parametros seminales, el porcentaje de espermatozoides con movilidad
espermadtica progresiva disminuy6 significativamente a los 40 y 60 dias (Fig. 12A; p<0.01,
p<0.01), el porcentaje con movilidad in situ no cambio6 (Fig. 12B), mientras que el porcentaje
de espermatozoides inmoviles aumento significativamente a los 60 dias (Fig. 12C; p=0.013).
El porcentaje de espermatozoides vivos descendio significativamente a los 60 dias (Fig.
12D; p<0.001). Sin embargo, el porcentaje de los espermatozoides con morfologia normal no
cambié (Fig. 12E). Finalmente, la cuenta espermatica disminuyo significativamente a los 40 y
60 dias postseccion bilateral del nGf (Fig. 12F; p<0.001, p= 0.009).
En relacion al peso (Fig. 13A), largo (Fig. 13B) y ancho (Fig. 13C) del tapon seminal no
hubo cambios significativos (p>0.05).
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Dias postcirugia Dias postcirugia Dias postcirugia

Fig. 12 Pardmetros seminales. A) Movilidad espermatica progresiva. B) Movilidad espermatica in situ. C)
Inmovilidad espermatica. D) Viabilidad espermatica. E) Morfologia espermética normal. F) Cuenta espermatica.
U de Mann-Whitney.
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Fig. 13 Tapon seminal. A) Peso. B) Largo. C) Ancho. U de Mann-Whitney.
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8.2 Morfometria testicular y glandulas sexuales accesorias

sham 20 40 60
Dias postcirugia

Se pesaron y midieron los testiculos de los grupos sham y neurectomizados, adicionalmente, se

pesaron algunas glandulas accesorias (vesiculas seminales + glandulas coagulantes y prostata

ventral) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis morfométrico de testiculo y peso de glandulas accesorias de ratas macho sham

y neurectomizadas.

Morfometria testicular y peso de las sham 20 dias nGfx 40 dias nGfx 60 dias nGfx
glandulas accesorias (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Peso de testiculo (g) 2.04+0.06 2+0.04 2.07£0.1 2.01+0.1
Eje transversal testicular (mm) 12.13+0.1 12.14+0.2 12.8+1.2 11.9+0.4
Eje longitudinal testicular (mm) 20.6+0.6 20.39£0.3 20.45£0.4 20.43+0.46
Peso de seminales + coagulantes (g) 1.95+0.07 1.97+0.05 1.59+0.05** 1.47+0.03**
Peso de prostata ventral (g) 1.6+0.06 1.64+0.03 1.48+0.02** 1.35+0.04**

Promediozerror estandar. nGfx=machos neurectomizados del genitofemoral. U de Mann-Whitney, p<0.01.
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Adicional a los pesos se tomaron fotos de glandulas sexuales accesorias de animales
representativos, sham y del grupo de 60 dias postcirugia. Se observé la reduccion en el tamafio

de las seminales + coagulantes y la préstata ventral (Fig. 14).

Glandulas sexuales accesorias Sham 60 dias nGfx

Vesiculas seminales + glandulas
coagulantes

Prostata ventral

1mm

Fig. 14 Glandulas accesorias de ratas macho sham y neurectomizadas del nGf a los 60 dias postcirugia.
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8.3 Histologia testicular

Los cortes histoldgicos del testiculo de animales sham (Fig. 15A, B) comparados contra los
testiculos de animales a los 20 (Fig. 15C, D), 40 (Fig. 15E, F) y 60 (Fig. 15G, H) dias postcirugia
no mostraron cambios estructurales significativos. En todos los grupos experimentales se
observo el intersticio sin alteraciones morfoldgicas, la membrana basal intacta e integridad de
los tubulos seminiferos mostrando los diferentes estadios de maduracion del epitelio germinal
(espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatidas y
espermatozoides). Sin embargo, algunos tubulos seminiferos de animales sham como
experimentales presentaron plegamiento de la ldmina basal, a mayor tiempo postcirugia mayor
namero de animales con mayor cifra de tdbulos con este ligero dafio.

De acuerdo con el indice histopatologico se evaluaron los tabulos seminiferos de ratas
sham y de 20, 40 y 60 dias postcirugia, 30 tubulos por animal, es decir, 90 de cada condicion.
Se determing el indice por la suma de los puntajes por seccion transversal de tabulo seminifero.
A las secciones que fueron examinadas se les asign6 un valor del dafio, utilizando una escala
del 1 al 6. La puntuacion mas alta correspondio6 al mayor dafio tubular que tuvo una puntuacion
de 21, mientras que el menor fue de cero. En nuestros grupos sham y experimentales, se observo
que los tabulos seminiferos tuvieron un valor méaximo de 1, debido a que algunos tabulos
presentaron plegamiento de la Id&mina basal, sin alteracion del escalamiento celular. No hubo
mayor patologia tubular (Fig. 16A).

Se analizo6 también el indice de Johnsen en 30 tubulos por animal, para la evaluacion de
la espermatogénesis en una escala del 1-10. La puntuacién maés alta, e. g., cercana a 10
correspondio al menor dafio tubular, mientras que el mayor dafio obtuvo una puntuacion mas
baja, cercana a 1. En nuestros resultados observamos que escasos tubulos de los grupos sham y
experimentales, presentaron una muy ligera desorganizacion del epitelio germinal a partir de las
espermatogonias, en un diminuto fragmento de la circunferencia del tabulo (Fig. 16B).

Ningun indice presentd cambios significativos.
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Fig. 15 Fotomicrografias de tabulos seminiferos. A) sham a 10x. B) sham a 40x (tGbulo seminifero). C)
Neurectomizados de 20 dias a 10x. D) Neurectomizados de 20 dias a 40x (tubulo seminifero). E) Neurectomizados
de 40 dias a 10x. F) Neurectomizados de 40 dias a 40x (tibulo seminifero). G) Neurectomizados de 60 dias a 10x.
H) Neurectomizados de 60 dias a 40x (tubulo seminifero). Barra equivale a 50 um.
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Adicional a los indices (histopatoldgico y Johnsen) se midieron algunos parametros
morfométricos histoldgicos de los tbulos seminiferos: didmetro del tabulo seminifero (Fig. A),
lumen del tabulo seminifero (Fig. B), area del tabulo seminifero (Fig. C) y altura del epitelio
seminifero (Fig. D). Estos parametros morfométricos histologicos no evidenciaron cambios

significativos.
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Fig. 17 Mediciones histoldgicas del tubulo seminifero. A) Diametro del tibulo seminifero. B) Lumen del epitelio
seminifero. C) Area de tlbulo seminifero. D) Altura de epitelio seminifero. U de Mann-Whitney.
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IX. DISCUSION

Nuestro grupo de trabajo y otros investigadores hemos coincidido en evidenciar que la
neurectomia del genitofemoral disminuye de manera significativa la fertilidad masculina (Lucioy
cols. 2001, Gutiérrez-Pérez y cols. 2014). Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se explicdla
causa de tal efecto. En uno de ellos se sugirio que la afectacion de la contraccion del musculo
creméster influyd en el adecuado proceso de expulsion seminal durante la eyaculacion
provocando la fertilidad reducida (Gutiérrez-Pérez y cols. 2014). En el otro estudio se propuso
que la falta de ascenso/descenso testicular alteraba la regulacion térmica de la gonada, lo que a
su vez afectaria las funciones testiculares de esteroidogénesis y espermatogénesis (Lucio y cols.
2001). Por lo que, en la presente tesis se exploraron las consecuencias, a largo plazo, de la
seccion bilateral del nervio genitofemoral sobre las caracteristicas del eyaculado y la morfologia
testicular.

Respecto al fluido seminal expelido durante la cépula encontramos cambios en los
parametros seminales analizados mediante la espermatobioscopia indirecta. Disminuyeron la
movilidad, viabilidad y la cuenta espermatica. Esto explica la fertilidad reducida en los estudios
previos, en los que a los animales que se les permitié una sola eyaculacion a los 60, 75 6 90 dias,
prefiaron solo al 20 % de las hembras el dia 90, en contraste con el 80 % de las hembras prefiadas
por el grupo sham. En otro experimento, los grupos de machos de 38 dias postcirugia
cohabitaron con tres hembras, durante 3 ciclos estrales. Los machos controles prefiaron al 83 %
de las hembras en el primer ciclo estral versus el 18 % de hembras prefiadas por los machos con
38 dias postneurectomia (Lucio y cols. 2001). Esto sugiere fuertemente, que la fertilidad por la
denervacion del cremaster disminuye en ambas condiciones copulatorias (una eyaculacion 6 3
ciclos estrales).

Otro grupo de investigacion indica no haber encontrado cambios en los parametros
seminales (Gutiérrez-Pérez y cols. 2014). Sin embargo, se enfocaron solamente en la morfologia
y la cuenta espermatica de muestras obtenidas del epididimo. Cabe mencionar que los
parametros seminales deben obtenerse del eyaculado e incluir también a la viabilidad y
movilidad progresiva. Todos estos parametros constituyen un espermatograma y son utilizados

para evaluar la fertilidad masculina.
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En el presente trabajo encontramos que solamente el 60 % de los espermatozoides
mostraron movilidad progresiva en el dia 40 y 10 % en el dia 60 postneurectomia, mostrando
asi diferencias significativas versus el 80 % de los espermatozoides del grupo sham.

Por lo anterior, cabe recordar que los espermatozoides que se localizan en el testiculo
son inmoviles o presentan solamente un ligero movimiento flagelar. Aquellos espermatozoides
de la cabeza del epididimo muestran un patrén de movimiento circular, mientras que los
liberados de la cauda se mueven y se desplazan vigorosa y progresivamente hacia adelante
(Robaire y cols. 2006). Consecuentemente, atribuimos nuestros resultados al dafio en la
fisiologia epididimaria.

El fluido de la cauda epididimaria se caracteriza por su abundancia en aminoacidos y
glicoproteinas (Barrios 2002). Asi como, por la presencia de sustratos metabdlicos, como
lipidos, glucosa, lactato y glicerol (Jones y cols. 1996). Por otro lado, también es importante
mencionar la existencia de mecanismos de autorregulacion en el epididimo tales como baja
presion de oxigeno, reducida concentracion extracelular de iones H+, Ca2+, Na+ y HCO3- que
ejercen un efecto inhibidor sobre el metabolismo y la movilidad de los espermatozoides,
manteniéndolos, en la cauda epididimaria, en estado de reposo durante el proceso de
almacenamiento (Breton y cols. 1996). La produccion de lactato, principalmente en la pieza
principal del epididimo contribuye a mantener el pH &cido, evitando asi, la activacién metabdlica
de los espermatozoides (Carr y cols. 1985).

Por otro lado, las condiciones en la cauda del epididimo favorecen la produccién de ATP
a través de la glucdlisis anaerdbica (Storey y Kayne 1978), lo que permite la supervivencia de
los espermatozoides ahi almacenados (Beu y cols. 2007). La barrera hemato-epididimaria
también ayuda al mantenimiento de la viabilidad espermatica debido a que favorece la existencia
de un microambiente altamente especializado a lo largo de la luz y mediante la secrecion y
absorcién activa de agua, iones, solutos organicos y proteinas (Hinton 1995).

La viabilidad espermatica fue el otro parametro que encontramos drasticamente
reducido. De hecho, solo el 15 % de los espermatozoides estaban vivos en el dia 60
postneurectomia comparado con el 90 % de espermatozoides vivos de los machos sham. Es
posible que este efecto se deba a un dafio en el funcionamiento del epididimo. Este 6rgano al

ser la continuaciéon anatdbmica del testiculo, se encuentra también dentro de la bolsa muscular
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cremastérica (Zempoalteca y cols. 2002). Tal musculatura al ser denervada, no realiza la
contraccion y relajacion requerida para llevar a cabo el ascenso/descenso testiculo-epididimario.
De este modo, no presenta el funcionamiento Optimo para proveer los requerimientos
bioquimicos necesarios para propiciar la movilidad y viabilidad de los espermatozoides.

No solo la movilidad progresiva y la viabilidad espermaticas se dafiaron, también se
afectd negativamente la cuenta espermatica a los 40 y 60 dias postneurectomia. Podria sugerirse
que se debié a una falla en la espermatogénesis. Si esto fuera asi, seguramente se hubieran
evidenciado alteraciones en la morfologia testicular. Sin embargo, no hubo ninguna alteracion
morfoldgica con microscopia Optica en el intersticio, en la membrana basal ni en los tabulos
seminiferos en los diferentes estadios de maduracion del epitelio germinal (espermatogonias,
espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermétidas y espermatozoides). Esto
se constata con la evaluacion del indice histopatologico y el de Johnsen (Vigueras-Villasefior y
cols. 2009, Johnsen 1970). Estos indices evaltan el nivel de dafio tubular y espermatogénico en
los cortes histoldgicos de testiculo. En el indice histopatoldgico, la puntuacién méas cercana a
cero corresponde al menor dafio tubular. EI méximo dafio obtenido fue de 0.3 en el dia 60
postneurectomia, no mostrando diferencia significativa con el 0.1 del grupo sham. En el indice
de Johnsen la puntuacién mas cercana a 10 correspondi6 al menor dafio tubular. El resultado de
todos los grupos experimentales fue cercano a 10. Nuestros resultados coinciden con el estudio
de Gutierrez-Pérez y cols. (2014) en el cual tampoco hubo cambios en la evaluacion de ambos
indices, es decir que, no se causa dafio a nivel testicular a los 60 dias postneurectomia. La
disminucion de la cuenta puede deberse a la alteracion en la contraccion del cremaster debido a
la neuropatia, tras su denervacion, dafiando el proceso mecanico de expulsién de los
espermatozoides durante la eyaculacién (Ertekin y cols. 2007). Muy pocos estudios consideran
que en la expulsién seminal participa el cremaster, mas bien, la literatura se refiere solamente a
un musculo estriado llamado bulboesponjoso (Allard y cols. 2005, Giuliano y Clement 2005).
En efecto, la contraccion del bulboesponjoso es crucial para este proceso mecanico de la
expulsion seminal. Su actividad electromiografica ha sido evidenciada tanto en la rata macho
(Holmes y cols. 1991) como en el hombre (Gerstenberg y cols. 1990). Toda la atencion se ha
enfocado al bulboesponjoso dejando al margen al musculo cremaster cuya actividad es

involuntaria a pesar de ser un masculo también estriado. Cabe recordar que el cremaster tiene
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actividad refleja frente a los cambios de temperatura ambiental y a situaciones de estres, asi
como durante la eyaculacion en un encuentro sexual (Masters y Jonhson 1987).

Nuestros hallazgos respaldan la hipotesis de que la seccion del nervio genitofemoral,
provoca alteraciones progresivas en las caracteristicas seminales (movilidad, viabilidad y cuenta
espermaticas), ya que la falta de contractilidad/relajacion del musculo cremaster influye en los
mecanismos subyacentes responsables de la disminucion de la fertilidad (Robaire y cols. 2006).
Se tiene conocimiento de que el epididimo es un drgano dependiente de testosterona (O’Hara
y cols. 2010). Dado que encontramos disminuidas la movilidad y viabilidadespermaticas, es
probable que sus funciones epididimarias estén alteradas por la bajaconcentracion de
testosterona en los animales neurectomizados. La testosterona es secretada porlas células de
Leydig que se encuentran en el testiculo. Se han evidenciado con microscopiaelectronica y
técnicas inmunohistoquimicas alteraciones en tales células debido a cambios en latemperatura
testicular (Aktas y cols. 2009). Estas alteraciones incluyen aumento en la cantidadde células
degenerativas, disminucion en el ndmero de células positivas para testosterona,
ensanchamiento del reticulo endoplasmico liso, mitocondrias sin crestas e incremento en la
cantidad de gotas lipidicas. Estos hallazgos se obtuvieron exponiendo a los testiculos a
temperaturas disminuyendo la produccion de testosterona (Aktas y cols. 2009). Ennuestros
experimentos no medimos la temperatura testicular después de la neurectomia, sinembargo,
los testiculos siempre permanecieron en el fondo de la bolsa escrotal, lo que resultéen la
desregulacion de la temperatura Optima testicular por la ausencia del ascenso/descenso
de las gonadas debido a la denervacién del cremaster.

A pesar de que no medimos la concentracion de testosterona sistémica ni testicular, se
puede inferir que la testosterona estaba reducida. Esto se respalda con los resultados del presente
estudio, donde evaluamos el peso de algunas glandulas sexuales accesorias. Las vesiculas
seminales + glandulas coagulantes disminuyeron 24.62 % respecto a las mismas glandulas de
los animales sham, mientras que, la préstata ventral disminuyé 15.63 % a los 60 dias
postneurectomia comparado con el peso prostatico de los machos sham. Es relevante sefialar
que las investigaciones previas han mostrado que las glandulas sexuales accesorias dependen de

los andrdgenos (Creasy y cols. 2013). Asi, su reducido peso se relaciona con una menor
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concentracion de testosterona, como se ha mostrado en ratas castradas (Brooks 1979). En un
estudio donde indujeron farmacoldgicamente la disminucidn en la concentracion de testosterona
en roedores, se encontrd que tanto el epididimo como todas las glandulas sexuales accesorias,
tuvieron repercusiones negativas. Estos 6rganos son mucho mas sensibles que los testiculos a
un estado androgénico reducido y responden rapidamente con pérdida de peso, debido a la
atrofia epitelial (adelgazamiento), apoptosis y disminuciéon del contenido secretor que es
proporcional al grado de pérdida hormonal (Creasy y cols. 2013). Consecuentemente, en nuestro
estudio la reduccidn en los niveles de testosterona influyo en las disfunciones epididimarias.

Es importante considerar que, tanto el testiculo como el epididimo estan rodeados por el
musculo cremaster. Por lo tanto, el 6ptimo funcionamiento del epididimo también depende de

la regulacion térmica adecuada, facilitada por la contraccion y relajacion del masculo cremaster.
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X. CONCLUSIONES

La movilidad y viabilidad de los espermatozoides ocurren en el epididimo, quizas cambios
bioquimicos en el mismo produjeron que tales parametros seminales redujeran sus valores, lo
que puede explicar la fertilidad reducida a causa de la neurectomia del genitofemoral. Dado que
no se encontraron dafios morfoldgicos en los tubos seminiferos ni en la serie espermaética,
consideramos que la disminucion en la cuenta espermética no puede deberse a fallas en la
espermatogénesis. Es probable que se deba a la falta de contractilidad del cremaster tras su
denervacion, dafiando asi, la cantidad de espermatozoides expelidos durante la eyaculacion.
Finalmente, el hecho de que las glandulas accesorias hubieran perdido peso indica que la
concentracion de testosterona disminuyo, lo que sugiere alguna falla en la esteroidogénesis.
Quizas la testosterona disminuida tambiéen influya en la cantidad y calidad de las secreciones de
las glandulas sexuales accesorias. De este modo, también afectarian el mantenimiento de la
movilidad y viabilidad espermaética en el tracto reproductivo de la hembra una vez ocurrida la
eyaculacion. Todo esto explica el porqué de la disminucion en la fertilidad masculina.
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XI. PERSPECTIVAS

Los hallazgos de la presente investigacion sugieren continuar los efectos de la neurectomia del
genitofemoral en un 6rgano bastante olvidado en los estudios reproductivos, el epididimo.
Analizar la morfologia y la fisiologia epididimaria sera util para dilucidar como se dafia la
movilidad y viabilidad de los espermatozoides mientras recorren el tubo epididimario. Es
conveniente también determinar la concentracion de testosterona en relacion con el dafio en
células de Leydig por cambios de temperatura escrotal. Sin duda, las técnicas electrofisiologicas
podrian evidenciar si la contraccion del cremaster contribuye de manera sutil, aunque no menos
importante, durante la eyaculacién y con ello explicar la reduccion en la cuenta espermatica.

El presente trabajo de investigacion pone de manifiesto que no todo esta dicho respecto
a la fisiologia sexual masculina, el masculo cremaster y el epididimo son estructuras que han
sido un poco olvidadas en los estudios reproductivos, representando asi un campo de
oportunidad para seguir investigando.
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Efecto de la neurectomia del genitofemoral sobre el eyaculado de la rata macho
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Introduccidon y objetivos. Algunos padecimientos como las hernias inguinales y las
deportivas pueden lesionar al nervio genitofemoral (nGf). Las lesiones de este nervio
alteran la fisiologia del cremdster y con ello, la testicular. El nGf inerva al musculo cremaster
cuya contraccion/relajacién sirven para el ascenso/descenso testicular, respectivamente.
De este modo, coadyuvan con la termorregulaciéon adecuada del testiculo para mantener la
esteroidogénesis y la espermatogénesis. Hemos evidenciado que el nGf inerva
profusamente al cremaster y que, la neurectomia bilateral del Gf, disminuye
progresivamente la fertilidad. La hipdtesis es que la seccidn del nGf provoca alteraciones
progresivas en el eyaculado. Asi, el objetivo es evidenciar el papel del nGf en la fisiologia
testicular determinando las caracteristicas del eyaculado en distintos dias después de la
neurectomia.

Métodos. Se utilizaron ratas-macho Wistar de 300 g, sometidos a pruebas de
entrenamiento copulatorio para adquirir experiencia sexual. En animales anestesiados
(ketamina 15 mg/kg y xilacina 1 mg/kg, IP) se realizé la cirugia simulada (Cx sim) o se
secciond bilateralmente el nGf. A los 20, 40 y 60 dias post-neurectomia se analizd en el
eyaculado de una serie eyaculatoria, la cuenta, movilidad, viabilidad y morfologia de los
espermatozoides, asimismo, el peso y tamafio del tapdn seminal.

Resultados. La seccién del nGf disminuyd progresivamente la movilidad y viabilidad
espermaticas (Tabla 1), el resto de los pardmetros no cambiaron.

Conclusién. La neurectomia del Gf provoca la alteracidon progresiva en la movilidad y
viabilidad espermatica debido a la reduccién del metabolismo del espermatozoide por la
temperatura testicular no regulada.

Tabla 1. Parametros alterados provocados por la seccidon del nGf en ratas-macho.

Pardmetros del fluido Cx sim 20 DPC 40 DPC 60 DPC
seminal (n=3) (n=4) (n=4) (n=4)

Movilidad espermatica (%) 77.6£1.7 76.5£0.91 60.614.81 7.0£4.41

Viabilidad espermatica (%) 91.33+5.01 93.25+1.67 89.33+1.77 9.6£0.40

DPC=Dias post-neurectomia.

Financiamiento. Beca CONACyT 1150387 (RVA).
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Title: Cremaster muscle denervation modifies some characteristics of the ejaculate.
Authors: Rebeca Varela Arzate*!, René Zempoalteca Ramirez?, and Rosa Angélica Lucio?.

Affiliations: *Master in Biological Sciences, Autonomous University of Tlaxcala; 2Tlaxcala Center for
Behavioral Biology, Autonomous University of Tlaxcala.

Introduction/Objectives: In male rats, the cremaster muscle is a sac-shaped and is constituted by the
convergence of the internal oblique and transverse abdominal muscles. Contraction and relaxation of the
cremaster allow testicular descent and ascent, respectively, moving the testes away or closer to the
abdominal cavity. Such movement results in the testicular temperature regulation 2-4°C lower than the
body temperature. Thereby, the cremaster muscle contributes to the appropriate testicular
thermoregulation maintaining the physiology of the testes i.e., steroidogenesis and spermatogenesis. The
cremaster muscle is richly innervated by both branches of the genitofemoral nerve (Gfn), the femoral
(lateral) and the genital one (medial). The Gfn can be damage due to inguinal hernias and sports hernias.
Injuries to this nerve, probably change the contractile activity of the cremaster muscle thus the physiology
of the testis.

The goal is to demonstrate the relationship between the inactivity of the cremaster muscle and
the characteristics of the ejaculate at different days after cremaster muscle denervation.

Methods: Wistar male rats of 300 g of body weight were used. They were sexually trained during at least
four copulatory tests. In anesthetized animals (ketamine 15 mg/kg and xylazine 1 mg/kg, IP) a midline
abdominal incision was done to identify the descending aorta since parallel to it runs the Gfn. To avoid
regeneration, a 1-cm portion of the nerve was dissected and cut bilaterally. Sham-operated male rats were
submitted to the same procedure without cutting the nerve. At 20, 40 and 60 days post-neurectomy, the
ejaculate of one ejaculatory series was obtained from the uterine horns of the mated female. After the
seminal parameters and the seminal plug were analyzed

Results: GFn transection modified some seminal parameters but not the seminal plug (Table 1). Copulatory
behavior did not show statistically significant changes. The postmortem examination of all the
neurectomized animals revealed no evidence of regeneration.

Table 1. Altered parameters caused by Gfn in male-rats.

Seminal parameters Sham 20 DPN 40 DPN 60 DPN
(n=3) (n=4) (n=4) (n=4)
Progressive sperm motility (%) 77.6£1.7 76.5£0.91 61.25+4.01* 7.043.67**
Sperm viability (%) 91.33+5.01 93.25+1.67 89.25+1.45 9.6+0.35%*
Sperm morphology (%) 99+0.1 98.7540.35 99+0.1 99+0.1
Sperm count (10°) 31.27+2.28 29.76+1.68 26.9310.50 26.68+1.46
Seminal plug weight (mg) 80.3315.30 82+6.95 97.25+12.45 9149.94

Data are expressed as meanztee. Statistical comparison was between sham vs 20 DPN or 40 DPN or 60
DPN.DPN=Days post-neurectomy.

Conclusions: Gf neurectomy causes progressive alteration in sperm motility from 40 DPN onwards and
sperm viability from 60 DPN. Respect to sperm motility, it is known that it is acquired in the epididymis, but
the sperm do not acquire it due to the permanent lack of contractility of the cremaster muscle. Since the
sperm cycle lasts 54 days in the testis, and 10 days in the epididymis, the greatest loss of sperm motility is
observed at 60 DPN. In addition to the functional epididymal alteration, there is a steroidogenic testicular
failure, which results in a decrease in testosterone. This affects the accessory sexual glands, that are
androgen dependent for what reduce the quantity and/or the quality of the substances that keep the sperm
viable for fertilization.

Funding Source: CONACyT Fellowship 1150387 (RVA).
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