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1. RESUMEN

La proliferacion celular incontrolada, es una de las caracteristicas principales en
enfermedades como el cancer, que puede generarse en la mayoria de los 6rganos
del cuerpo, provocando la formacién de tumores que pueden adquirir la capacidad
de provocar metastasis hacia puntos distantes del lugar de origen, causando en
algunos casos la muerte de los pacientes. El testiculo también puede presentar
este tipo de anomalias entre las células que lo componen, sin embargo, los
mecanismos que podrian estar regulando este cambio en las células no estan bien
esclarecidos. Se ha reportado que la inervacidon sensorial, esta involucrada en
procesos de metastasis y proliferacion celular en algunos tipos de cancer, como el
adenocarcinoma ductal pancreatico, cancer de células basales y cancer de mama.
Sin embargo, se desconoce si la inervacion sensorial, también presente en los
testiculos, participa en la proliferacion celular y en el desarrollo de tumores de
origen testicular. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el papel
de la inervacién sensorial en la proliferacion de células testiculares. Se utilizaron
24 ratones de la cepa CD1 de 35 dias de edad, los cuales fueron divididos en 4
grupos; dos grupos (IPC e IPC+Caps) fueron inducidos a proliferacién de células
testiculares mediante la administracién de extracto acuoso de Echeveria gibbiflora
durante 4 dias a una dosis de 100mg/kg por via intraescrotal. Posteriormente, el
grupo IPC+Caps fue denervado con capsaicina mediante la administracion de
125mg/kg por via subcutanea, el otro grupo inducido (IPC) solo recibi6 vehiculo de
capsaicina; un tercer grupo solo recibié solucion salina (CSS); y finalmente el
cuarto grupo no se le administré ninguna sustancia y se asigné como control
intacto (Cl). Los animales se mantuvieron durante 35 dias después de la
administracion de capsaicina y posteriormente fueron sacrificados. Se recuperaron
los testiculos y epididimos para posteriores analisis. Se analizo la motilidad,
vitalidad y concentracion espermatica por espermatobioscopia directa, la
fragmentacién de ADN se analiz6 por prueba COMETA, la proliferacién celular vy
la expresion de CGRP se realizoé por inmunofluorescencia, ademas, se evaluaron

las dimensiones del area del epitelio germinal. Nuestros resultados mostraron una
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disminucién en el porcentaje de motilidad, vitalidad y concentracion de
espermatozoides en el grupo IPC, en comparacion a los otros grupos
experimentales. La fragmentacion de ADN espermatico no fue afectada en
ninguno de los grupos. En el grupo IPC aumento la expresion de Ki-67 y CGRP
en las células del compartimento intersticial y del epitelio germinal en comparacion
con el grupo CSS. En el grupo IPC+Caps aumenté la expresion de Ki-67 en las
células del epitelio germinal al disminuir la expresion de CGRP, en comparacion
con el grupo IPC. El area del epitelio germinal del grupo IPC fue mayor en
comparacién con los otros grupos. Ademds, se observaron agrupaciones de
células en el compartimento luminal, que no se observaron en los otros grupos.
Concluimos que la inervacion sensorial regula de manera estimulatoria la
produccion de espermatozoides y probablemente inhibe los mecanismos de

proliferacion celular caracteristicos del cancer testicular.

Palabras clave: cancer, capsaicina, Echeveria gibbiflora



2. INTRODUCCION

El sistema nervioso esta formado por varias redes neuronales que realizan
procesos como el pensamiento, el lenguaje, los sentimientos, el aprendizaje, la
memoria, y toda funcion y sensacion que ocurra en el organismo. Ademas, permite
a los organismos interactuar con su entorno, mediante el procesamiento de la
informacion que recibe del exterior a través de estimulos sensitivos, enviando
impulsos de respuesta coordinados de modo que los Organos efectores
musculares o glandulares, funcionen juntos y en armonia para el bienestar del
individuo (Snell, 2007; Ludwig y Varcallo, 2019).

Aunado a sus funciones principales, recientemente se ha reconocido que el
sistema nervioso central, contribuye de manera importante en el desarrollo de
enfermedades como el cancer (Kuol et al.,, 2018). Una de las caracteristicas
fundamentales que comparten la mayoria de los tipos de cancer es la proliferacién
celular incontrolada, por lo tanto es importante incrementar los estudios para
comprender este tipo de procesos en las células. En el presente trabajo nos
enfocamos en evaluar el papel de las fibras nerviosas sensoriales, sobre la

proliferacion celular incontrolada de las células testiculares.



2.1. SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso se subdivide en: sistema nervioso central (SNC), que incluye
al encéfalo y la medula espinal, y en sistema nervioso periférico, que incluye a los
nervios craneales y espinales y sus ganglios asociados (Snell, 2007; Thau et al.,
2019).

2.1.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El encéfalo y la médula espinal, son los centros principales donde ocurre la
correlacion y la integracion de la informacion nerviosa. El encéfalo, se divide en
tres partes; el rombencéfalo, el mesencéfalo y el prosencéfalo (Fig.1). El
rombencéfalo se subdivide en; bulbo raquideo (responsable de las funciones
autonomas), el puente de Varolio o Pons y el cerebelo que es responsable de
coordinar los movimientos de la cabeza, los 0jos y el mantenimiento de la postura
(Snell, 2007; Ludwig y Varcallo, 2019; Thau et al., 2019).

El mesencéfalo, es la parte estrecha del encéfalo que conecta el prosencéfalo con
el rombencéfalo. Esta involucrado en el movimiento ocular, asi como en las vias
de retransmision visual y auditiva a través de los nucleos geniculados laterales y
los nucleos geniculados mediales, respectivamente (Snell, 2007; Ludwig Yy
Varcallo, 2019).

El prosencéfalo se subdivide en diencéfalo y cerebro. El diencéfalo consiste en un
talamo dorsal y un hipotadlamo ventral. El talamo funciona como centro de relevo
del cerebro, recibe impulsos aferentes de los receptores sensoriales ubicados en
todo el cuerpo y procesa la informacion para su distribucion al area cortical
apropiada, es responsable de regular la conciencia y el suefo. El hipotalamo es
una de las partes mas pequefias del cerebro y es vital para mantener la
homeostasis, se encuentra en el centro del cerebro y se conecta al tronco
encefalico a través del fasciculo longitudinal dorsal, a la corteza cerebral a través
del haz del prosencéfalo medial, al hipocampo a través del fornix, a la amigdala a

través de la estria terminal, al tAlamo a través del tracto mamilotalamico, a la
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hipofisis a través de la eminencia media y a la retina a través del tracto
retinohipotalamico . Es responsable de mantener la frecuencia cardiaca, la presion
arterial, el apetito, la sed, la temperatura y la liberacién de diversas hormonas. Se
comunica con la glandula pituitaria para liberar o inhibir la hormona antidiurética, la
hormona liberadora de corticotropina, la hormona liberadora de gonadotropina, la
hormona liberadora de la hormona del crecimiento, la hormona inhibidora de la
prolactina, la hormona liberadora de tiroides y la oxitocina (Fig. 1) (Snell, 2007;
Bear y Bollu, 2019; Thau et al., 2019).

El cerebro es la porcion mas grande del encéfalo, estd compuesto por dos
hemisferios (izquierdo y derecho) conectados por una masa de sustancia blanca
llamada cuerpo calloso. La capa mas externa del cerebro se denomina corteza
cerebral y se divide mediante surcos en 4 lobulos; frontal, parietal, occipital y
temporal. El l6bulo frontal es responsable de la funcion motora voluntaria,
resolucién de problemas, la atencién, la memoria, y el lenguaje. El I6bulo parietal
es responsable de procesar la informacién sensorial y contiene a la corteza
somatosensorial. Las neuronas en este l6bulo reciben informacion de los
receptores sensoriales y los propioceptores de todo el cuerpo, procesan el saber y
forman un entendimiento sobre lo que se estad tocando segun el conocimiento
previo. El lébulo occipital, recibe informacion de la retina y luego utiliza
experiencias visuales pasadas para interpretar y reconocer los estimulos. Y el
|6bulo temporal procesa los estimulos auditivos a través de la corteza auditiva
(Snell, 2007; Thau et al., 2019).

Ademas, en el sistema nervioso central podemos encontrar a los nucleos basales
compuestos por el nucleo caudado, el putamen y el globo palido que son
responsables de los movimientos musculares y de la coordinacién. Y al sistema
limbico que se compone por la corteza piriforme, el hipocampo, los nucleos
septales, la amigdala, el nucleo accumbens, el hipotalamo y los nucleos anteriores
del talamo. El hipotalamo recibe la mayor parte de la produccién limbica. El
hipocampo esté involucrado principalmente con la memoria. Los nucleos septales,

la amigdala y el nucleo accumbens se encuentran en las areas subcorticales y son
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responsables del placer, el procesamiento emocional y la adiccion,
respectivamente (Purves et al., 2001; Snell, 2007; Ludwig y Varcallo, 2019; Thau
et al., 2019).

Por su parte, la médula espinal propiamente dicha se extiende desde el foramen
magnum del craneo, hasta la primera o la segunda vértebra lumbar. Crea un
camino de dos vias entre el cerebro y el cuerpo y se divide en cuatro regiones:
cervical, toracica, lumbar y sacra (Fig. 1). Estas regiones se dividen en 31
segmentos con 31 pares de nervios espinales, unidos por las raices anteriores o
motoras y las raices posteriores o sensitivas. La médula espinal, es una parte
altamente organizada del sistema nervioso central. Ademas, de transmitir
informacion del resto del cuerpo al cerebro y recibir comandos eferentes de
diversas partes del cerebro, tiene la capacidad de integrar y modificar tanto
sefales aferentes de la periferia como sefales eferentes de segmentos aferentes
y centros supraespinales. Por lo tanto, existe una red complicada de neuronas que
normalmente opera en conjunto con el resto del SNC para permitir un control
perfecto de las funciones sensoriales, autobnomas y motoras (Snell, 2007; Nogradi
y Vrbov4, 2013; Thau et al., 2019).
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Fig. 1.- Representacion del encéfalo y la médula espinal (lzquierda) y algunas de las areas que
componen el diencéfalo y el cerebro (derecha). Modificado de Snell (2007).
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2.1.2. SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

El sistema nervioso periférico, estd compuesto por los nervios craneales y

espinales y sus ganglios asociados (Purves et al., 2001; Snell, 2007).

Nervios craneales y espinales

Los nervios son haces de axones, muchos de los cuales estdn envueltos por
células gliales del sistema nervioso periférico, las células de Schwann. Estan
formados por haces de fibras nerviosas sostenidas por tejido conectivo (Purves et
al., 2001, Snell, 2007).

Existen 12 pares de nervios craneales que salen del encéfalo y pasan a través de
foramenes en el craneo, y 31 pares de nervios espinales que salen de la médula
espinal y pasan a través de los forAmenes intervertebrales en la columna
vertebral. Los nervios espinales, se denominan de acuerdo con las regiones de la
columna vertebral que estdn asociados. Encontramos 8 nervios cervicales, 12
toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coccigeo (Fig. 2). Cada nervio espinal se
conecta con la medula espinal por medio de dos raices; la raiz ventral y la raiz
dorsal. La raiz ventral, consiste en haces de fibras nerviosas que estan
involucradas en la via de informacion eferente, es decir, estas fibras trasmiten
impulsos desde el sistema nervioso central hacia la periferia del organismo. Las
fibras nerviosas eferentes que se dirigen hacia los musculos esqueléticos y
causan su contraccion se denominan fibras motoras. Sus células de origen se
encuentran en el asta ventral de la medula espinal (Purves et al., 2001; Snell,
2007). La raiz dorsal consiste en haces de fibras nerviosas involucradas en la via
de informacion aferente, es decir, estas fibras trasmiten impulsos nerviosos de la
periferia hacia el sistema nervioso central. Estan vinculadas con la transmision de
informacion acerca de las sensaciones de tacto, dolor, temperatura y vibracién, y
reciben el nombre de fibras sensitivas 0 sensoriales. Los cuerpos celulares de
estas fibras nerviosas, se encuentran situados en un engrosamiento de la raiz
dorsal, conocido como ganglio de la raiz dorsal (Fig. 3) (Purves et al., 2001; Snell,
2007).
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Fig. 2.- Representacion de los nervios espinales. Modificado de Felten et al., (2016).
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Ganglios

Los ganglios en el sistema nervioso periférico son acumulaciones locales de
cuerpos de células nerviosas y células de apoyo. Se pueden clasificar en ganglios
sensitivos de los nervios espinales (ganglios de la raiz dorsal) y nervios craneales,
y ganglios autbnomos. Los ganglios sensitivos, son engrosamientos fusiformes
situados sobre la raiz dorsal de cada nervio espinal en una ubicacién inmediata
proximal a la unién de la raiz ventral correspondiente. Se hallan ganglios similares
a lo largo del recorrido de los nervios craneales V, VII, IX y X, y se les conoce
como ganglios sensitivos de estos nervios. Las células nerviosas de los ganglios
sensoriales envian axones a la periferia, que terminan en receptores
especializados, que traducen informacién sobre una amplia variedad de estimulos.
Los procesos centrales de estas células ganglionares sensoriales, entran en la

medula espinal o en el tronco encefalico (Purves et al., 2001; Snell, 2007).

Ganglios autbnomos

Los ganglios autbnomos, que a menudo son de forma irregular, se hallan situados
a lo largo del recorrido de las fibras nerviosas eferentes, del sistema nervioso
autbnomo. Se encuentran en las cadenas simpaticas paravertebrales, alrededor
de las raices de las grandes arterias viscerales en el abdomen y cerca de las
paredes de diversas visceras o0 incluidos en ellas. Las neuronas motoras
viscerales preganglionares en el tronco encefalico y la medula espinal, forman
sinapsis con neuronas motoras periféricas, que se encuentran en los ganglios
autonomos. Las neuronas motoras en ganglios autbnomos inervan musculo liso,
glandulas y musculo cardiaco, controlando asi el comportamiento involuntario
(visceral) (Fig. 3). En la divisibn simpética del sistema motor autbnomo, los
ganglios estan a lo largo o delante de la columna vertebral y entran sus axones a
una variedad de objetivos periféricos. En la division parasimpatica, los ganglios se
encuentran dentro de los érganos que inervan. Otro componente del sistema
motor visceral, llamado sistema entérico, se compone de pequefios ganglios

esparcidos por toda la pared del intestino (Purves et al., 2001; Snell, 2007).
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2.1.3. SISTEMA SENSORIAL

El sistema sensorial, se considera a la parte del sistema nervioso responsable de
procesar la entrada de estimulos del entorno. La via sensorial del sistema
somatosensorial, involucra nervios espinales que transmiten informacién sobre el
ambiente externo a la meédula espinal. Las neuronas sensoriales, son la
extremidad aferente de las vias neurales somatosensoriales. La neurona consiste
en un cuerpo celular, axén y dendritas. Las dendritas son proyecciones similares a
los dedos, que reciben entrada sensorial y transmiten la sefial a través del axoén al
cuerpo celular. Los cuerpos celulares unipolares de las neuronas sensoriales, se
encuentran dentro de los ganglios sensoriales, que pueden estar en la raiz dorsal

de la médula espinal o a lo largo de los nervios craneales (Koop y Tadi, 2019).

Existen diferentes tipos de receptores para diferentes estimulos: termorreceptores,
mecanorreceptores, nociceptores, fotorreceptores y quimiorreceptores. Los
receptores dentro de un campo especifico, reaccionan a los estimulos mediante la
generacion de actividad eléctrica a lo largo de la neurona de primer orden,
asociado en forma de un potencial de accién. Los nervios sensoriales, tienen
diferentes tipos de fibras nerviosas dependiendo de sus receptores asociados. La
clasificacion de los nervios sensoriales incluye el sistema numérico Erlanger y
Gasser. Los propioceptores (sensores de posicidn), reciben inervacion a través de
fibras sensoriales de tipo la (A-alfa: husillo muscular), Ib (A-alfa: érgano del tendén
Golgi) y Il (A-beta: tactil y presion). Estas fibras son grandes y mielinizadas con
velocidades de conduccion rapidas. La inervacién de los mecanorreceptores es
por fibras sensoriales de tipo Il y Il (A-alfa: terminaciones nerviosas libres,
sensacion de frio). Los nociceptores (sensores del dolor) e inervacion del
termorreceptor, se lleva a cabo por fibras de tipo A-delta y tipo C (tipo C: dolor
lento, calor). Las fibras A-delta se mielinizan delgadamente y transmiten
informacion principalmente relacionada con el dolor agudo, para facilitar un reflejo
de abstinencia a la sinapsis en el cuerno dorsal de la medula espinal (Koop y Tadi,
2019).
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2.1.4. FIBRAS TIPO C

Las fibras tipo C, son mas pequefias y no mielinizadas que requieren un umbral
mas alto de estimulo que las fibras A-delta. Estas son responsables de la
aparicion mas lenta de dolor mas profundo, después de un estimulo inicial
transmitido por las fibras A-delta mas rapidas. Las fibras tipo C transmiten
informacion sobre estimulos de dolor, térmicos y de presion, mediante la liberacion
de neurotransmisores como: glutamato, sustancia P (SP), y el péptido relacionado
con el gen de la calcitonina (CGRP) (Salazar et al., 2009; Koop y Tadi, 2019).

Se pueden dividir en dos clases, en funcion de su respuesta a los estimulos
mecanicos. Las fibras tipo C insensibles mecanicamente (C-MIA), no responden a
los estimulos mecénicos o tienen umbral mecanico muy alto. Estas fibras
aferentes responden al calor y a varios estimulos quimicos nocivos, por ejemplo,
capsaicina (componente que le da el sabor picante a los frutos del género
Capsicum) y a menudo se consideran quimiorreceptores. Las C-MIA en humanos
suelen tener grandes areas de campo receptivo (~5 cm2). Por el contrario, las
fiboras C mecanicamente sensibles (CMHs) son polimodales y normalmente
también responden al calor y a los productos quimicos nocivos. En los seres
humanos, los CMH tienen aéreas de campo receptivo relativamente pequefias (~2
cm2). Los C-MIA median el dolor asociado con la inyeccion intradérmica de
capsaicina. Después de la administracion intradérmica de capsaicina, se puede
observar un aumento neurogénico del flujo sanguineo en la piel que rodea el lugar
de aplicacion, y la estimulacion mecanica de la piel circundante produce la

sensacion de picazon o dolor (Ringkamp y Meyer, 2014).
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2.1.5. RECEPTOR TRPV1

Entre los receptores presentes en las terminales nociceptoras, que actian como
transductores moleculares para despolarizar a las neuronas, se encuentran los
miembros de la familia del receptor de potencial transitorio (TRP). Uno de los mas
estudiados de la familia es el receptor transitorio de potencial vanilloide tipo 1
(TRPV1) (Rosenbaum y Simon, 2007).

El TRPV1, es un homotetrdamero de 4 subunidades individuales, con regiones
transmembranales y citoplasméticas. La regiébn transmembranal, tiene 6
segmentos helicoidales (S1-S6); cuatro de ellos (S1-S4) constituyen un dominio
estructuralmente homaélogo, al dominio del sensor de voltaje de los canales iGnicos
activados por voltaje. Las hélices restantes S5 y S6 se ensamblan formando un

poro o canal (Kasimova et al., 2018).

TRPV1 es un canal de cationes no selectivo, que puede permitir el paso de H,
Na*, Ca®* y Mg?. TRPV1 puede ser activado por calor, pH &cido, capsaicina,
vanilloides, resiniferatoxina, bradiquinina, prostaglandinas, trifosfato de adenosina
y metabolitos de acido araquidénico, como cannabinoides, N -iodoresiniferatoxina,
AMG9810 (Antagonista de TRPV1), SB366791, A-425619, rojo de rutenio y
lactona del acido 12-acetoxi-hawtriwaico (Zhang et al., 2019). Otros compuestos
endoégenos como las moléculas de sefializacion proinflamatoria, como los
eicosanoides y las citosinas, sensibilizan al TRPV1 en lugar de activar
directamente al canal. Este cambio se confiere a través de la fosforilacién o
cambios conformacionales en los residuos del canal responsables de la

sensibilidad al calor o la capsaicina (Fig. 4) (Sadler y Stucky, 2018).

TRPV1, se expresa principalmente en fibras C no mielinizadas (aproximadamente
50%) y en un porcentaje menor en fibras A-delta ligeramente mielinizadas, dentro
del sistema nervioso periférico. TRPV1 también se expresa en el sistema nervioso
central, en neuronas post sinapticas y en la medula espinal y en varias regiones
del cerebro (Rosenbaum y Simon, 2007; Sadler y Stucky, 2018).
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Fig. 4.- Representacion del receptor transitorio de potencial vanilloide tipo 1 (TRPV1),
con los residuos involucrados en las interacciones ligando-modulador.
Tomado de Jara-Oseguera et al., (2008).

Ademas, se puede encontrar varios érganos Yy tejidos, incluidos el corazén, los
vasos sanguineos, los pulmones, la traguea, los rifiones, la piel, las retinas, las
articulaciones, los intestinos, el cerebro, el Gtero, los testiculos, las glandulas
salivales, y el pancreas. A nivel celular, TRPV1 se puede encontrar en células
endoteliales, células vasculares del musculo liso, plaquetas, mastocitos, linfocitos,
macrofagos, ventriculos cardiacos, la superficie epicardica, fibras nerviosas
sensoriales que inervan el musculo liso, adventicio, la superficie del epicardio
ventricular y en células de los 6rganos reproductores masculinos como, células de
Sertoli y células en diferenciacion en el epitelio germinal del tibulo seminifero
(zhang et al., 2019).

TRPV1, principalmente participa en la nocicepcion y la regulacion de la
temperatura (Kasimova et al.,, 2018). Ademas, juega un papel importante en

procesos patogénicos como; aterosclerosis, la lesion por isquemia/reperfusion,
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fibrosis y remodelacion del miocardio, hipertensién, asma, artritis, dermatitis y
diabetes. Cuando los agonistas activan el receptor TRPV1 de las terminales
nerviosas sensoriales, pueden inducir la liberacion de neuropeptidos, como el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), la sustancia P (SP) y la
somatostatina (SST), que estan involucrados en la inflamacién y los eventos
vasculares. TRPV1 no neural también se asocia con la inflamacion (Zhang et al.,
2019).

La activacion del receptor TRPV1 por capsaicina, puede iniciar la despolarizacion
de la membrana de las neuronas sensoriales (mediada por la entrada de iones de
calcio y sodio), produciendo potenciales de accion que se propagan a la médula
espinal y el cerebro, detectandose como sensaciones de calor, ardor, escozor o
picazon (Fig. 5 A). Ademas, TRPV1 también se expresa en los organulos
intracelulares (reticulo endoplasmico, mitocondrias), por lo que la aplicacidon
externa de capsaicina puede provocar la liberacion adicional de calcio intracelular.
La entrada excesiva de calcio al citoplasma de la célula, genera la activacion de
proteasas sensibles a calcio y puede inducir la despolimerizaciébn de componentes
del citoesqueleto como los microtubulos, en consecuencia se inhibe el transporte
axoplastico retrogrado y anterégrado, impidiendo que el factor de crecimiento
nervioso (NGF) llegue al cuerpo de la neurona, afectando su capacidad para
sintetizar neurotransmisores, provocando la desfuncionalizacién y degeneracién
axonal de las fibras sensoriales (Fig. 5 B) (Winter et al., 1995; Gomez-Alvis et al.,
1995; Anand y Bley, 2011).
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neuronas sensoriales (B), generados por la entrada de calcio al citoplasma celular.
Modificado de Anand y Bley, (2011).
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2.2. INERVACION TESTICULAR

Los testiculos reciben informacion nerviosa a través de dos vias principales, el
nervio espermético superior (NSS) y el nervio espermético inferior (NSI). Estos
nervios presentan fibras eferentes (motoras), tanto simpaticas como
parasimpaticas que pertenecen al sistema nervioso autbnomo. Ademas, poseen
fibras aferentes (sensoriales viscerales), que envian informacion hacia el sistema
nervioso central. EI NSS, es considerado como el principal contribuyente de la
inervacion del testiculo, se origina en los plexos celiaco y adrtico y se extiende a lo
largo de la arteria testicular. La tanica albuginea y la tanica vasculosa de los
testiculos, estan inervadas abundantemente y al menos algunas de sus fibras son
indudablemente aferentes. Los cuerpos celulares de las fibras preganglionares
simpéticas se encuentran en los segmentos toracicos 10 y 11 de la medula
espinal. EI componente parasimpatico del NSS se deriva del nervio vago. El NSI
se extiende junto al conducto deferente, penetra el epididimo y llega al testiculo en
su polo inferior, las fibras simpaticas del nervio se originan en los plexos
mesentéricos e hipogastricos inferiores, mientras que las fibras parasimpaticas
corresponden a ramificaciones del nervio pélvico, las neuronas preganglionares
del nervio pélvico se encuentran en la regién sacra (Fig. 6) (Kumazawa, 1986;
Gerendai et al., 2000; Gerendai et al., 2005).

Mediante la técnica de rastreo viral transneuronal, se logré determinar las
conexiones supraespinales de los nervios testiculares. Ademas, de la presencia de
células marcadas en las neuronas simpaticas y parasimpaticas de la médula
espinal, que dan lugar a la inervacion de fibras preganglionares, se observaron
neuronas infectadas por virus en varios nucleos cerebrales. En el tronco
encefalico, se encontraron células marcadas en el nucleo caudal de rafe (rafe
obscurus, rafe palido, rafe magnus), el locus coeruleus, el nucleo de Barrington y
en el ndcleo periacueductal mesencefalico gris. En el diencéfalo, principalmente se
encontraron neuronas marcadas en la division parvocelular del nucleo
paraventricular hipotalamico. Ademas, se detecté un marcaje moderado en el

hipotdlamo lateral, el area preodptica medial, el hipotalamo dorsal, el area
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periventricular y el nucleo arqueado. En el telencéfalo, se encontraron células
marcadas en el nucleo de la cama de la estria terminal, el nucleo central de la
amigdala, la porcién medial de la corteza frontal (principalmente en el area motora
primaria) y en una region de la corteza insular (principalmente en la parte posterior

del area insular granular (Fig. 7) (Gerendai et al., 2005).

Ganglio Celiaco

Ganglio espermatico

Plexo adrtico Ganglio mesentérico
L3
144 ‘ Plexo mesentérico
Nervio espermatico R
superior \

/ Plexo hipogastrico

Nervio hipogastrico

Arteria testicular\

Extension inferior
del peritoneo

A
2K | ‘ Nervio espermatico
[ NI A\ /& 2R N\ LT inferior
P g H & B
N7 ‘ | ;I(— Plexo sacro

Fibras Presindpticas we= || ; Ny K i :
simpaticas POStSINAPLICAS e we N —EE Y

|| . — Conducto
Fibras { Presinapticas = \ deferente

arasimpaticas|  Postsinapticas = = il

P P P Epididimo

Fibras aferentes —we
Testiculo

Fig. 6.- Representacion de la via nerviosa del testiculo hacia la médula espinal. Modificado de
Felten et al., (2016).
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Las funciones de los nucleos que fueron positivos al marcaje viral, estan
relacionadas con funciones vitales de los organismos. Las funciones del tronco
encefalico estan asociadas a la respiracion, la conciencia, la presion arterial, la
frecuencia cardiaca y el suefio. Generalmente, los nucleos de la zona
periventricular regulan el sistema endocrino. Los nucleos medial y lateral
hipotaldmicos regulan el comportamiento autbnomo y somético. El ndcleo
arqueado produce hormonas liberadoras, que son secretadas por las terminales
del axdn en el sistema porta hipotalamo-hipofisario, para controlar la liberacion de
las hormonas de la pituitaria anterior. La amigdala, funciona como centro de las
emociones, el comportamiento y la memoria. También contribuye al control de las
reacciones al estrés, la atencidon y los instintos sexuales. El area insular granular
esta asociada con funciones somatosensoriales, auditivas y visuales (Haber, 2011;
Abu Hasan y Siddiqui, 2019; Basinger y Hogg, 2019; Bear y Bollu, 2019).

Para una mejor comprension sobre el papel que desempefa la inervacion sobre
las funciones testiculares, primero se describird la anatomia y regulacion clasica
de las funciones testiculares y posteriormente se retomara el papel que
desemperfian los nervios y los ndcleos cerebrales (descritos en este apartado)

sobre la fisiologia testicular.
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2.3. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL TESTICULO

Los testiculos son 6rganos sexuales internos, cuyas funciones principales son la
produccion de espermatozoides y de hormonas sexuales como la testosterona. En
algunos mamiferos se ubican dentro de la cavidad del escroto, y estan cubiertos

por una membrana serosa llamada tunica vaginalis (O Donnell et al., 2017).

La capa externa del testiculo, esta formada por una gruesa capsula de tejido
conectivo fibroso altamente vascularizada, llamada tunica albuginea, que se
extiende hacia el mediastino testicular formando lébulos. En el interior de los
l6bulos se encuentra una serie de tdbulos llamados tdbulos seminiferos. Los
tubulos seminiferos forman largos bucles contorneados, que se extienden al
mediastino de los testiculos y se unen a una red anastomosa de tubulos llamada
rete testis. La rete testis, se une al epididimo mediante tdbulos finos llamados
conductos eferentes, que tienen la funcion de reabsorber fluido testicular. El
epididimo, juega un papel importante en la maduracion de los espermatozoides,
transporte y almacenamiento, y consiste en un solo conducto contorneado que se
puede subdividir en tres regiones; cabeza, cuerpo y cola. El polo distal de la cola
del epididimo da lugar al conducto deferente (Fig. 8) (Joseph et al., 2010;
O’Donnell et al., 2017).

El conducto deferente, asciende desde el testiculo en su superficie posterior como
un componente del cordon espermatico, que pasa a través del canal inguinal y
desciende en la pared posterolateral de la pelvis, para llegar a la cara posterior de
la vejiga donde su extremo distal se dilata formando la ampolla deferente. En la
ampolla deferente, se une el conducto de la vesicula seminal para formar el
conducto eyaculatorio, que pasa a través de la pristata para ingresar a la uretra
prostatica. El contenido de las vesiculas seminales y la prostata (90-95% del
eyaculado total) junto con los espermatozoides, se descargan a través de la uretra

prostatica y peneana (Fig. 8) (O"Donnell et al., 2017).
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Fig. 8.- Esquema simplificado de las partes anatomicas del aparato reproductor masculino.
Modificado de Silber, (2018).

El testiculo puede dividirse morfoldgica y funcionalmente en dos compartimentos,
el compartimento intersticial y el compartimento tubular. En el compartimento

intersticial se encuentran células de Leydig (encargadas de producir testosterona),
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células inmunes, vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervios, fibroblastos y tejido
conectivo; y en el compartimento tubular encontramos a las células germinales
(espermatogonias [Sps]) y a las células de Sertoli, que en conjunto forman el
epitelio germinal del tubulo seminifero (Fig. 9). La pared del tdbulo seminifero
consiste, en una membrana basal con células miofibroblasticas modificadas,
denominadas células mioides peritubulares (Weinbauer et al., 2010; Schlatt y
Ehmcke, 2014; O’Donnell et al., 2017).
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Fig. 9.- Esquema y fotografia de un corte transversal de testiculo, donde se muestra el
compartimento intersticial y el compartimento tubular, con algunas de sus células asociadas.

Las células de Leydig tienen la funcién de convertir el colesterol en testosterona,
ademas, tienen la capacidad de sintetizar colesterol a partir de acetato. En
roedores, el colesterol se moviliza a la membrana mitocondrial interna de la célula
de Leydig, por la proteina reguladora aguda de esteroides y se convierte en
pregnenolona por P450scc. La pregnenolona, se difunde desde la mitocondria a
las membranas del reticulo endoplasmico liso, que contiene 3B hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3BHSD). La 3BHSD, convierte a la pregnenolona en
progesterona. Posteriormente dos enzimas que se encuentran en el reticulo

endoplasmico de las células de Leydig, el citocromo P450 o 17a-hidroxilasa/C17-
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20 liasa (CYP17A1) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa 3, convierten a la
progesterona secuencialmente en 17a-hidroxiprogesterona y androstenediona y
finalmente en Testosterona (Wang, et al., 2019). Las células de Leydig también
producen la hormona peptidica, factor 3 similar a la insulina (INSL3), que esta
relacionada estructuralmente con la insulina, IGF1 e IGF2. INSL3, tiene una
funcion antiapoptotica en el compartimento de células germinales y puede formar
un circuito de retroalimentacién autdcrina en las células de Leydig (O'Donnell et
al., 2017).

Las células de Sertoli, son células epiteliales columnares polarizadas, que
participan en el desarrollo de las células germinales, al proporcionar nutrientes y
mediar sefiales externas para apoyar a la espermatogénesis. Tienen una relacion
fisica intima con las células germinales. Las extensiones citoplasmaticas de las
células de Sertoli, proporcionan soporte estructural a las células germinales a
través de un microfilamento y una red microtubular, presente en el citoplasma
celular. Esta arquitectura no es estatica, cambia en el tibulo dependiendo de la

etapa del proceso de espermatogénesis (Valli et al., 2015; O’Donnell et al., 2017).

Las células de Sertoli, regulan el ambiente interno del tubulo seminifero. Esta
regulacion se ve facilitada por uniones especializadas de tipo oclusivo entre las
células de Sertoli, que se forman en los sitios donde se unen los procesos del
citoplasma de las células adyacentes. Estas uniones oclusivas contribuyen a la
formacion de la barrera hematotesticular, que regula la entrada de una variedad de
sustancias desde el intersticio hacia la parte interna del tibulo seminifero. Debido
a la ubicacién de las uniones oclusivas, las Sps tienen libre acceso a las
sustancias del espacio intersticial. Sin embargo, las células germinales por encima
de las uniones oclusivas (incluidas las células meidticas y postmeioticas), tienen
acceso restringido a los factores del intersticio por la formacién de la barrera
hematotesticular. Por lo tanto, la barrera hematotesticular divide al epitelio
germinal en un compartimento basal, que contiene a las Sps y un compartimento
adluminal, que contiene células germinales meidticas y postmeidticas (Fig. 10). A

medida que los espermatocitos preleptotenos migran desde la membrana basal
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hacia el compartimento adluminal, las uniones se abren para permitir que tenga
lugar la migracion celular. La formacion y disolucion de estas uniones
especializadas, estan bajo control de numerosos reguladores fisiolégicos, incluidos

factores endocrinos y parécrinos (Valli et al., 2015; O’Donnell et al., 2017).

Las uniones que contribuyen a la formacion de la barrera hematotesticular, son
necesarias para la fertilidad. Estas uniones permiten que el ambiente de las
células germinales meidticas y postmeioticas, sea controlado con precisién por la
célula de Sertoli, lo que permite la entrega precisa de los factores necesarios para
el desarrollo de las células germinales. Se ha pensado durante mucho tiempo, que
la barrera hematotesticular contribuye al entorno inmunitario privilegiado dentro del
epitelio germinal. Las células germinales mei6ticas y postmeioticas, se desarrollan
después del establecimiento de la tolerancia inmune, debido a esto podrian ser
reconocidas como extrafias, por lo tanto, la barrera hemaotesticular protege a las
células germinales en desarrollo del ataque de las células del sistema inmune. Sin
embargo, algunos estudios muestran que los tdbulos seminiferos contindan
excluyendo a las células inmunes, aun cuando las uniones de las células de

Sertoli estdn ausentes (Stanton, 2016; O'Donnell et al., 2017).
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Fig. 10.- Representacion de las células que conforman el epitelio germinal una vez activada la
espermatogénesis y de los compartimentos formados por la barrera hematotesticular (letras
azules). Modificado de Durairajanayagam et al., (2015)
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2.3.1. ESPERMATOGENESIS

El desarrollo sexual en algunos organismos se puede dividir en infancia, periodo
juvenil y edad adulta. La transicién entre el periodo juvenil y la edad adulta se
define como pubertad. En la pubertad los érganos sexuales maduran de tal forma
que, los individuos adquieren la capacidad de reproducirse sexualmente. La
capacidad reproductiva que se adquiere en la pubertad, se debe en parte al inicio
de un proceso llamado espermatogénesis, que se lleva a cabo en el interior de los
tubulos seminiferos (Bhattacharya et al., 2019).

La espermatogénesis consiste en una secuencia de eventos compleja y ordenada,
en donde las Sps proliferan y se diferencian en espermatozoides haploides (Fig.
10). La espermatogénesis se puede dividir en tres fases principalmente; 1)
proliferacion y diferenciacion de Sps, 2) meiosis, y 3) espermiogénesis Yy
espermiacion. Es importante mencionar que, a medida que las células germinales
se dividen y diferencian, no se separan completamente, sino que permanecen
unidas por puentes intercelulares. Estos puentes intercelulares persisten en todas
las etapas de la espermatogénesis y se cree que facilitan las interacciones
bioquimicas, que permiten la sincronizacion de la maduracion de las células
germinales (Weinbauer et al., 2010; Schlatt y Ehmcke, 2014; O"Donnell et al.,
2017; Oduwole et al., 2018).

Renovacion y diferenciacion de Sps

Las Sps, son células germinales masculinas precursoras que residen cerca de la
membrana basal del epitelio seminifero. Las células madre de espermatogonias
(SSC), se dividen para renovar la poblacion de células madre, y proporcionar Sps
comprometidas con la via de diferenciacion de las Sps. En general, se pueden
identificar dos tipos principales de Sps, conocidas como Sps tipo A y tipo B. Las
Sps tipo A exhiben cromatina nuclear fina que se tifie de un color palido, y se
considera que incluyen al conjunto de SSC, al grupo de Sps indiferenciadas (Aingir)
y las Sps que se han comprometido a la diferenciacién (Agi). El grupo de Sps Aingif,

esta compuesto por las células madre de Sps, la Sps A simple (As) y las Sps A en
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uniones de dos (pareadas 6 Ay), 0 mas de dos uniones (alineadas 0 A,) de Sps
indiferenciadas, que permanecen conectadas por puentes intercelulares. Una vez
por ciclo las Sps Aingir se transforman en Agi que luego se denominan Al, A2, etc.
Posteriormente una espermatogonia Agi, Se divide para producir Sps tipo B. Las
Sps tipo B, muestran colecciones de cromatina gruesa cerca de la membrana
nuclear y representan las Sps mas diferenciadas, que se comprometen a entrar en

la meiosis (O'Donnell et al., 2017).
Meiosis

La meiosis, es el proceso por el cual los gametos se someten a una division
reductora para proporcionar una espermatide haploide, y en el que la diversidad
genética del gameto se garantiza mediante el intercambio de material genético.
Durante la meiosis |, se inicia la sintesis de ADN, dando como resultado un
gameto tetraploide. El intercambio de informacién genética se logra durante la
recombinacién meidtica, que implica la induccion de rupturas de doble cadena de
ADN, durante el emparejamiento de cromosomas homologos y la posterior
reparacion de las rupturas de doble cadena, utilizando cromosomas homélogos
como plantillas. Una vez que se completa el intercambio de material genético, las
células proceden a través de dos divisiones reductoras sucesivas, para producir
espermatides haploides. Este proceso se rige por sistemas de puntos de control

programados genéticamente (O"Donnell et al., 2017).

La meiosis comienza cuando las sp tipo B, pierden su contacto con la membrana
basal y forman espermatocitos primarios preleptotenos. Los espermatocitos
primarios preleptotenos, comienzan la sintesis de ADN y la descondensacion de
los cromosomas individuales, lo que resulta en la aparicion de filamentos delgados
en el nucleo, que caracterizan la etapa de leptoteno. A medida que las células se
mueven hacia la etapa de cigoteno, hay un mayor engrosamiento de las
cromatides y el emparejamiento de los cromosomas homoélogos. ElI mayor
engrosamiento del nucleo y la condensacién de los pares de cromosomas

homélogos, denominados cromosomas bivalentes, proporcionan las
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caracteristicas nucleares de los espermatocitos primarios en etapa de paquiteno.
Durante la etapa de paquiteno existe un intercambio de material genético, entre
cromosomas homologos derivados de fuentes maternas y paternas, lo que
garantiza la diversidad genética de los gametos. Los sitios de intercambio de
material genético estdn marcados por la aparicion de quiasmas, y estos se hacen
visibles, cuando los cromosomas homélogos se separan ligeramente durante el
diploteno (O"Donnell et al., 2017).

La etapa de diploteno, se reconoce por la separacion parcial de los pares de
cromosomas homoélogos, que aun permanecen unidos en sus quiasmas y cada
uno todavia esta compuesto por un par de cromatides. Con la disolucién de la
membrana nuclear, los cromosomas se alinean en un huso y cada miembro del
par homélogo, se mueve a los polos opuestos del huso durante la anafase. Las
células hijas resultantes, se denominan espermatocitos secundarios y contienen el
namero haploide de cromosomas, sin embargo, dado que cada cromosoma esta
compuesto por un par de croméatides, el contenido de ADN sigue siendo diploide.
Después de una corta interfase, los espermatocitos secundarios comienzan una
segunda division meidtica durante la cual, las crométides de cada cromosoma se
mueven a los polos opuestos del huso formando células hijas, que se conocen

como espermatides redondas (O Donnell et al., 2017).

Espermiogénesis y espermiacion

La transformacion de una esperméatide redonda en un espermatozoide, representa
una secuencia compleja de eventos, que constituyen el proceso de
espermiogénesis. No se produce division celular, pero una célula redonda
convencional, se convierte en un espermatozoide con capacidad de movilidad. Los
pasos basicos en este proceso son consistentes entre todas las especies, y
consisten en la formacion del acrosoma, cambios nucleares, el desarrollo del
flagelo o cola del espermatozoide, la reorganizacion del citoplasma y organulos
celulares, y el proceso de liberacion de los espermatozoides por la célula de

Sertoli, denominado espermiacion (O"Donnell et al., 2017).



~31 ~

La formacion del acrosoma comienza por la fusion de una serie de granulos del
complejo de Golgi. Estos granulos migran para entrar en contacto con la
membrana nuclear, donde forman una estructura en forma de tapa, que se aplica
sobre aproximadamente el 30-50% de la superficie nuclear. La biogénesis del
acrosoma, comienza temprano en el desarrollo de la espermatide redonda, y se
extiende progresivamente sobre el ndcleo, a medida que las espermatides
redondas se diferencian aun mas (O"Donnell et al., 2017).

Una vez que el acrosoma esta completamente extendido, las espermatides
redondas comienzan la fase de alargamiento de la espermiogénesis. Durante el
alargamiento de la espermatide, el nlcleo se polariza a un lado de la célula y entra
en aposicion cercana con la membrana celular, en una region donde esté cubierta
por la tapa del acrosoma. Poco después de esta polarizacion, la cromatina de la
espermatide comienza a condensarse de forma visible, formando granulos
progresivamente mas grandes y mas densos en electrones, junto con un cambio
en la forma del nucleo condensado. La condensacién de la cromatina, se logra
mediante el remplazo de las histonas ricas en lisina, por proteinas de transicion
gue a su vez son reemplazadas por protaminas ricas en arginina. La cromatina de
la espermatide se estabiliza posteriormente y es resistente a la digestion por la
enzima ADNasa. Asociado con estos cambios hay una marcada disminucioén en el
volumen nuclear y lo que es mas importante, se detiene la transcripcion génica
(O’Donnell et al., 2017).

La formacion de la cola, comienza temprano en la espermiogénesis en la fase de
espermatide redonda, cuando emerge una estructura filamentosa de uno de los
dos centriolos, que se encuentran cerca del complejo de Golgi. Asociado con las
relaciones cambiantes de citoplasma nuclear, el flagelo en desarrollo y el par de
centriolos, se alojan en una fosa en el nucleo en el polo opuesto al acrosoma. El
nacleo central del filamento axial de los flagelos, llamado axonema, consta de
nueve microtubulos dobles que rodean dos microtubulos centrales Unicos, lo que
representa un patrén comun que se encuentra en los cilios. Esta estructura basica

se modifica en la regién de su articulacion con el nucleo, a través de la formacién
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de una estructura compleja conocida como pieza de conexién. La formacion de los
flagelos continda durante la fase de alargamiento, ya que adquiere su regién
caracteristica del cuello, la pieza media, principal y final. Las piezas media y
principal contienen los componentes de la vaina mitocondrial y fibrosa,

respectivamente, e incluyen las fibras densas externas (O"Donnell et al., 2017).

Las espermétides alargadas maduras, se someten a una remodelacion compleja
adicional durante la espermiacion, que es el proceso mediante el cual las
espermatides maduras se remodelan y luego se liberan de las células de Sertoli,
antes de su paso al epididimo. Esta remodelacion incluye la eliminacién de las
uniones de adhesioén especializadas, que han asegurado una fuerte adhesion de la
espermatide a la célula de Sertoli durante su proceso de alargamiento, una mayor
remodelacion de la cabeza y el acrosoma de la espermétide, y la eliminacion del
citoplasma extenso para producir al espermatozoide movil. Los restos del
citoplasma espermatico forman lo que se denomina cuerpo residual. Los cuerpos
residuales, contienen mitocondrias, lipidos y particulas ribosémicas, y se fagocitan
y se mueven a la base de la célula de Sertoli, donde se descomponen por
mecanismos lisosomicos. La liberacion de espermatozoides, al final de la
espermiacion es un evento instantaneo y probablemente, involucra cascadas de
sefializacion dependientes de la fosforilacion dentro de la célula de Sertoli, que
resultan en cambios en la naturaleza adhesiva de las moléculas de adhesion
celular, que culmina en la liberacion de la espermatide madura por las células de
Sertoli (O'Donnell et al., 2017).
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2.3.2. REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA ESPERMATOGENESIS

El eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, es el clasico ejemplo de un circuito de
regulacion neuroenddcrina, con cascadas jerarquicas de bucles de
retroalimentacion regulatoria tanto positiva como negativa. A nivel del hipotalamo,
principalmente en el nucleo arqueado y el area preodptica mediobasal (POA), se
sintetiza la hormona reguladora de gonadotropina (GnRH). Las terminales
axonales de las neuronas GnRHergicas, hacen contacto con los vasos porta-
hipofisarios de la eminencia media, donde se libera y transporta a la GnRH
(secretada de manera pulsétil) hacia la glandula pituitaria anterior o adenohipdfisis.
La GnRH estimula a los gonadotropos presentes en la adenohipdéfisis, a través de
un receptor acoplado a proteina G, estimulando la secrecion de la Hormona
Luteinizante (LH) y la Hormona Foliculo Estimulante (FSH), también conocidas
como gonadotropinas. La LH y la FSH son liberadas al torrente sanguineo, y
actian sobre las células de Leydig y las células de Sertoli, respectivamente
(Weinbauer et al., 2010; Schlatt y Enmcke, 2014; Bhattacharya et al., 2019).

Durante la infancia, la red hipotalamica llamada “generador de pulso” de la
hormona reguladora de gonadotropinas, se encuentra activa, sin embargo, los
niveles de LH y FSH encontrados en suero pueden ser bajos. En la etapa juvenil,
el generador de pulso de GnRH se inhibe y vuelve a reactivarse en la pubertad,
provocando el resurgimiento de la secrecion pulséatii de GnRH, que conduce a
niveles elevados de gonadotropinas, que a su vez, actuan sobre los testiculos
(que ya han madurado en ese momento), induciendo la aparicion de la

espermatogénesis prolifica (llacqua et al., 2018; Bhattacharya et al., 2019).

Hormona Luteinizante (LH)

La funcién principal de la LH en los testiculos, es la estimulacion de la produccién
de testosterona por las células de Leydig. Esto se logra mediante la unién de la LH
a su receptor, el receptor de gonadotropina corionica de la hormona luteinizante
(LHCGR), presente en las células de Leydig, activando la produccion de enzimas

gue se requieren para la biosintesis de testosterona, a partir de un sustrato de
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colesterol. La testosterona, es una hormona esteroide lipofilica que es esencial
para mantener la espermatogénesis y la fertilidad masculina, actuando como un
factor paracrino dentro de los testiculos. Ademas, la liberacién de testosterona en
el torrente sanguineo actla para regular la secrecion de LH por la adenohipdfisis,
a través de un circuito de retroalimentacion negativa. Las concentraciones
elevadas de testosterona circulante, retroalimentan a nivel del hipotalamo y la
adenohipofisis para suprimir la secrecion de LH, lo que posteriormente reduce la
estimulacién de testosterona mediada por LHCGR en las células de Leydig, por lo
tanto, una caida en las concentraciones circulantes de testosterona induce la
secrecion de LH por la adenohipdfisis y un aumento concomitante en la

produccion de testosterona por las células de Leydig (Smith y Walker, 2015).

La eliminacion de testosterona o la desactivacién de su receptor (receptor de
androgenos [AR]), dan como resultado tres alteraciones importantes en la
espermatogénesis. Primero, se interrumpe la integridad de la barrera
hematotesticular, dando como resultado que las células germinales mei6ticas y
postmeibdticas, que se encontraban en un microambiente aislado, se expongan al
ataque autoinmune y a factores citotoxicos. Segundo, la conversion de
espermatides redondas en espermatides alargadas se inhibe, debido a defectos
en la adhesién celular que causan el desprendimiento prematuro de esperméatides
redondas de las células de Sertoli. Tercero, los espermatozoides completamente
maduros no pueden ser liberados de las células de Sertoli, y las células
germinales son fagocitadas por las células de Sertoli (Smith y Walker, 2015;
Schlatt et al., 2016).

Las células de Sertoli, las células mioides peritubulares (CMP), las células de
Leydig y células endoteliales vasculares, expresan receptores de androgenos a
diferencia de las células germinales, por lo que se cree que la testosterona regula
la espermatogénesis de manera indirecta, a través de las células somaticas del
tubulo seminifero. Las células de Sertoli, se han considerado como los principales
candidatos de la regulacién indirecta de la testosterona, por el contacto intimo que

mantienen con las células germinales. La expresion de AR, en las células de
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Sertoli postpuberales, esta relacionada con las etapas del ciclo del epitelio
germinal. Debido a que la expresion de AR es mayor durante la etapa VI, se cree
gue esta etapa es la mas regulada y sensible a la testosterona. Varios modelos en
ratas de ausencia de testosterona, confirman que la pérdida progresiva de células
germinales comienza durante la etapa VIl en ausencia de testosterona (Welsh et
al., 2009; Smith y Walker, 2015; O’Donnell et al., 2017).

Las CMP, interactian intimamente con las células de Sertoli, para depositar
directamente los componentes de la membrana basal que rodean al epitelio
germinal. La ablacion de AR, especificamente en CMP provoca infertilidad en
ratones, disminuyendo el peso de los testiculos y una reduccion del 86% de las
células germinales, en comparacion con los ratones de tipo silvestre. La funcion de
las células de Sertoli, también se ve afectada, como lo demuestra una reduccion
en el diametro de la luz del tabulo seminifero (una medida de la secrecion del
liquido del tubulo seminifero) y cambios significativos en la expresion de genes
clave, incluidos aquellos previamente identificados como sensibles a la
sefalizacion de AR dentro de las células de Sertoli (Welsh et al., 2009; Smith y
Walker, 2015; O"Donnell et al., 2017).

Se han identificado varias funciones clave de AR en las células de Leydig, incluida
la regulacion del numero final, el desarrollo morfolégico normal y la maduracion de
células de Leydig en etapa adulta, y el control de la expresion de genes
esteroidogénicos. Sin embargo, debido a la falta de un modelo en donde se
genere una ablacion de AR especifico de las células de Leydig, el papel funcional
de la sefializacién de AR especificamente dentro de las células de Leydig, aun no

esta completamente establecido (Smith y Walker, 2015).

El AR en las células endoteliales vasculares testiculares, esta involucrado en el
mantenimiento de la dindmica de los fluidos normales y la vasomocion en los
testiculos (Welsh et al., 2009; O"'Donnell et al., 2017).

Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
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La FSH después de ser producida por la adenohipofisis, es transportada a través
de la circulacion hacia los testiculos. En los testiculos solamente las células de
Sertoli expresan el receptor de FSH. Por lo tanto, todas las funciones de apoyo de
la FSH sobre la espermatogénesis, estan mediadas por las células de Sertoli
(Smith y Walker, 2015).

La funcion de FSH, cambia durante el desarrollo de las células de Sertoli. La FSH
promueve la proliferacion de las células de Sertoli antes de la pubertad. Después
de la pubertad, cuando las células de Sertoli no se dividen o lo hacen en menor
cantidad, la FSH actua a través de las células de Sertoli para apoyar la viabilidad
de las células germinales. La FSH promueve la proliferacion de células de Sertoli
en ratas de 19 o 20 dias de vida fetal, pero la proliferacién de las células de Sertoli
se detiene 15-20 dias después del nacimiento en la rata. Durante este periodo, los
niveles circulantes de FSH y la expresion de los receptores de FSH en las células
de Sertoli, permanecen relativamente constantes. Aunque el potencial de
sefializacion de FSH aparentemente no cambia, la FSH puede tener efectos
opuestos en las células de Sertoli en proliferacion y diferenciacién. Se cree que las
alteraciones en las vias de sefializacion mediadas por FSH, son responsables de
los diferentes efectos de FSH, que ocurren durante la diferenciacion de células de
Sertoli (Smith y Walker, 2015; Oduwole et al., 2018).

Se ha documentado, que los efectos de la FSH en la proliferacion de células de
Sertoli, dependen en parte de IGF1 y activina, que en el testiculo es producido por
células de Sertoli, Leydig y CMP. FSH e IGF1, se sinergizan para aumentar la
actividad de la quinasa AKT promotora del crecimiento en células Sertoli, en
contraste, la eliminacion del receptor IGF1 en células Sertoli cultivadas reduce la
proliferacion. Estudios en ratones que carecen del receptor de insulina y / o el
receptor IGF1, confirman que la FSH requiere la via de sefalizacion de insulina-
IGF, para mediar los efectos proliferativos en las células inmaduras de Sertoli. En
ausencia de sefalizacion de insulina-IGF1, las tasas de proliferacion de células de
Sertoli se redujeron en el dia embrionario 17 y el dia 5 postnatal, lo que resulta en

un retraso en la maduracion de las células de Sertoli y una disminucion en el
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tamafio de los testiculos. Se cree que la combinacion de activina y FSH, prolonga
la proliferacion de células de Sertoli, més alla del periodo en que la FSH es
efectiva por si sola. La disminucion en los niveles de activina observada en la
pubertad, corresponde con la interrupcion de la proliferacion de células de Sertoli y
el inicio de la diferenciacién. La suma de todos los cambios en la regulacion de
FSH en las vias de sefializacion durante el desarrollo de células de Sertoli,
proporciona informacion sobre la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de
células de Sertoli. Sin embargo, los mecanismos responsables de causar cambios
en la sefializacion intracelular (especifica de la etapa de desarrollo) en respuesta a
la FSH, no se han caracterizado completamente (Smith y Walker, 2015).

Por otra parte, la FSH regula a la alza el factor neurotréfico derivado de la linea de
células gliales (GDNF), un miembro de 15 kDa de la superfamilia del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), que es esencial para la proliferacion de
células madre germinales. GDNF fue el primer factor encontrado requerido para la
auto-renovacion y la supervivencia de las SSC. La expresion de GDNF en células
de Sertoli de rata adultas in vivo es ciclica. Los niveles mas altos de ARNm de
GDNF estan presentes durante las etapas | y Xlll a XIV en la rata,
correspondientes a las etapas en las que los niveles del receptor de FSH y la
union de FSH por las células de Sertoli son mayores, e inmediatamente antes y
durante las etapas que muestran la replicacibn maxima de una clase Unica de Sps
de tipo A (As), que incluye células madre. Estos datos sugieren que los aumentos
especificos de la produccién de GDNF, por parte de las células de Sertoli,
probablemente causan la proliferacion de Sps As, que da como resultado la auto-
renovacion. En contraste, durante las etapas en que los niveles de GDNF
disminuyen, la divisiébn de la Sps As y su progenie, tienden a dar como resultado
células comprometidas a convertirse en Sps Al diferenciada. Es posible que las
células germinales produzcan sefales que inhiben la expresion de GDNF en las
células de Sertoli, para causar la especificidad de la etapa de produccion de
GDNF, debido a que la expresion de ARNm de Gdnf aumenta en los testiculos

que estan severamente agotados de células germinales (Smith y Walker, 2015).
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Ademas de los factores de mantenimiento y renovaciéon de SSC, las células de
Sertoli producen ligando KIT (KITL) y &cido retinoico (AcR), ambos necesarios
para la diferenciacion de sp. Similar a la regulacion de la expresion de GDNF, la
FSH regula la expresion de KITL en las células de Sertoli. Los niveles de KITL son
mas altos en las etapas II-VI, que preceden a la diferenciacion de las Sps Ay a Al
en las etapas VIl y VIl en ratas. KITL estimula la proliferacion de Sps y previene la
apoptosis. Los ratones y las ratas, que se mantienen con una dieta deficiente en
vitamina A (el precursor dietético de AcR) son infértiles, con tubulos seminiferos
que contienen solo sp KIT-indiferenciadas. El tratamiento con retinol en los
animales con deficiencia de vitamina A, provoca la regulacién positiva de la
expresion de la proteina KIT y la restauracion de la espermatogénesis. La vitamina
A circula principalmente como retinol unido a RBP (proteina de unién a retinol) y
es absorbida por las células de Sertoli en una manera dependiente de STRAG6. Es
interesante mencionar que, STRA6 esta regulado positivamente en etapas
posteriores del epitelio seminifero (etapa VII en adelante en ratones), coincidiendo
con la diferenciacion de A, en espermatogonia Al. Por lo tanto, la expresion
coordinada de los factores de auto-renovacion (GDNF) y diferenciacion (KITL y
AcR), en el nicho de las células de Sertoli, ayudan a determinar el destino del
desarrollo de las CSS (Valli et al., 2015).

Funcion conjunta de la FSH v la testosterona

La FSH y la testosterona inician vias de sefializacion que contribuyen al apoyo de
la espermatogénesis, ambas hormonas comparten algunas caracteristicas
comunes. Una caracteristica que comparten la FSH y la testosterona en ratas
jovenes es la elevacion de Ca** en las células de Sertoli, aunque todavia no se
conocen completamente los mecanismos por los cuales el Ca®" elevado podria

apoyar la espermatogénesis (Smith y Walker, 2015).

En los roedores prepuberes, la testosterona o la FSH pueden aumentar
independientemente el numero de células de Sertoli, aunque la FSH es

aparentemente mas efectiva. La estimulacion similar de la proliferacién de células
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de Sertoli por la FSH vy la testosterona, puede deberse a la capacidad compartida
de estas hormonas para activar la via MAPK, en células de Sertoli prepuberales.
Por el contrario, solo la FSH es capaz de activar otros factores de sefializacion
que promueven la proliferacion, incluidos PISK y AKT, que pueden explicar las
propiedades mas efectivas de la FSH para promover la proliferacion (Smith y
Walker, 2015).

La regulacion del factor de transcripcion CREB es otro ejemplo, de cémo la
testosterona y la FSH se sinergizan para proporcionar los factores necesarios para
mantener la espermatogénesis. La fosforilacion de CREB en las células de Sertoli
es esencial para la supervivencia de los espermatocitos. La FSH es
aproximadamente dos veces mas efectiva que la testosterona en la fosforilacion
de CREB. La fosforilacion menos eficiente de CREB en presencia de testosterona
solamente, puede ser un factor contribuyente responsable de la reduccion de la
fertilidad. Ademas, la fosforilacion de CREB mediada por testosterona seria

restringida solo a las etapas VI-VIII (Smith y Walker, 2015).

La FSH y la testosterona, también pueden actuar en oposicion en vias de
sefalizacion especificas para apoyar la espermatogénesis. En ratas puberales y
postpuberales, la FSH actia inhibiendo la activacion de ERK mediada por
testosterona en células maduras de Sertoli. La activacion de ERK mediada por
testosterona es inhibida por FSH, ya que la estimulacion de FSH de las células de
Sertoli aumenta los niveles de AMPc que activan PKA, que luego bloquea la
activacion de RAF1, un miembro inicial de la cascada MAPK. Debido a que el
receptor de FSH y los niveles de AR, se expresan ciclicamente de manera
desfasada durante el ciclo del epitelio germinal, se esperaria que la FSH limite la
activacion de ERK durante gran parte del ciclo, excepto durante las etapas VIl a
VIII, cuando los niveles del receptor de FSH son mas bajos y AR son mas altos.
En contraste los niveles de ERK activado, se elevan en las etapas VII-VIII,
adyacentes a las cabezas de las espermatides alargadas en el proceso de
liberacion y en las regiones adluminales adyacentes a las células germinales en

desarrollo. Es posible que esta combinacion de sefalizacion de FSH vy
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testosterona sea un mecanismo por el cual la testosterona y la FSH se sinergizan
para apoyar mejor la espermatogénesis. En este caso, la FSH limitaria la
activacion de ERK en las células de Sertoli, solo en las etapas en las que se
requiere la activacion de ERK mediada por testosterona, para la remodelacion de
las uniones de células germinales a las células de Sertoli. En ausencia de esta
sinergia, las uniones correctas de adhesion de células germinales a las células de
Sertoli podrian no formarse, y las células germinales se liberarian prematuramente
(Smith y Walker, 2015).

Se ha demostrado que la FSH, pero no la testosterona, estimula las vias de
sefalizacion de PLA2 en las células de Sertoli, pero hasta ahora no se comprende
la funcion de la sefalizacion de PLA2 en el mantenimiento de la
espermatogénesis. Otra diferencia entre los dos principales reguladores
hormonales de las células de Sertoli y la espermatogénesis, es que la testosterona
no regula a la alza la produccion de AMPc en las células de Sertoli. Estos
hallazgos sugieren que los niveles elevados de AMPc en las células de Sertoli, no
son necesarios para la espermatogénesis 0 que existen mecanismos redundantes
(Smith y Walker, 2015).

Finalmente, aunque la FSH y la testosterona activan algunos genes de manera
similar, las diferencias en su regulacion de la expresion génica probablemente
contribuyan a los efectos sinérgicos de las hormonas. La testosterona y la FSH
también se sinergizan para promover la proliferacion de células de Sertoli. Sin
embargo, las acciones de testosterona deben ser indirectas, porque las células de
Sertoli fetales y neonatales en proliferacion, no expresan el receptor de
andrégenos. Apoyando esta idea esta el hallazgo de que la eliminacion de los
receptores de andrégenos en todas las células testiculares, reduce el nimero de
células de Sertoli, mientras que la eliminacién de los receptores de andrégenos en
las células de Sertoli especificamente, no afecta a la poblacion de células de
Sertoli. Una posible explicacion de estos resultados es que los efectos de
androgenos estan mediados por células mioides peritubulares que expresan

receptores de andrégenos durante el desarrollo fetal (Smith y Walker, 2015).
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2.3.3. PAPEL DE LA INERVACION EN LAS FUNCIONES DEL TESTICULO

Aunado a la regulacion neuroendocrina de las funciones testiculares
(espermatogénesis y esteroidogénesis), se ha propuesto una regulacion mediada
por las estructuras neurales a diferentes niveles (periferia, médula espinal,
hipotalamo, estructuras limbicas) del circuito que inerva el testiculo (Gerendai et
al., 2005).

Esta bien establecido que la transeccién de los nervios hacia y desde el testiculo,
interfiere con las funciones testiculares. La transeccion del NSS en ratas, induce
una reduccion en el nimero de receptores de gonadotropinas y una atenuacion de
la secrecion de andrégenos a la estimulacion con gonadotropina corionica humana
(hCG) (Campos et al., 1993). Ademés, la transeccion del NSS en la rata, produce
defectos en la espermatogénesis, incluidas la fagocitosis de las esperméatides
maduras, vacuolizacion de los nacleos de las espermétides, la espermiacion tardia
y las asociaciones celulares incompletas en el 60% de los tubulos seminiferos. Si
bien la seccién solamente del NSI no afecta la espermatogénesis, la seccion de
ambos nervios (NSS y NSI) doce semanas después de la cirugia, provoca una
regresion del epitelio seminifero, caracterizado por la ausencia de Sps
proliferantes (Chow et al., 2000).

En otro trabajo realizado en ratas prepuberes, se encontrd que la seccion tanto del
NSS como del NSI reduce la concentracion espermatica y las concentraciones de
testosterona. Ademas, se evidencio que la denervacion (perdida de la funcién de
las fibras nerviosas), no tiene influencia en la proliferacion de las Sps y
espermatocitos primarios, pero si promueve la apoptosis en espermatides
redondas y células de Leydig, y reduce la activacion de la meiosis de
espermatocitos en cigoteno y paquiteno. En adicion, la denervacién en ambos
nervios, disminuye significativamente la expresion de 3B-hydroxiesteroide
deshidrogenasa 1(3p-HSD1) y los niveles de ARNm del receptor de la hormona
luteinizante, pero no tiene influencia sobre la expresion de ARNm del receptor de
FSH (Huo et al., 2010)
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Con respecto al papel del nervio vago, se ha informado que la vagotomia bilateral
tiene un efecto supresor transitorio sobre la liberacion de gonadotropinas. En las
ratas adultas, la transeccion unilateral (del lado derecho) del nervio vago induce un
aumento significativo de la hormona luteinizante, mientras que, en las ratas
prepuberes hemicastradas, la vagotomia del lado derecho combinada con la
hemiorquidectomia del lado derecho, disminuye las concentraciones séricas de
gonadotropina y la secrecion de testosterona (Gerendai et al., 2005)

Los nervios que ingresan al testiculo contienen fibras de naturaleza simpatica,
parasimpatica y aferente de tipo sensorial, una seccién del nervio completo, no
nos permite diferenciar el papel especifico que desempefia cada una de estas
fibras sobre las funciones del testiculo. Por lo tanto, se ha recurrido a técnicas de
denervacion farmacoldgica, para evidenciar el posible papel que desempefan los
diferentes tipos de fibras que componen a los nervios espermaticos, sobre las

funciones del testiculo.

La importancia de la inervacién simpatica en los testiculos, se sugiere tanto en
estudios in vivo como in vitro. En ratas neonatales, la simpatectomia
farmacolégica de los testiculos (inyeccion local de la neurotoxina 6-
hidroxidopamina) retarda el crecimiento y la diferenciacién del testiculo y previene
el desarrollo de hipertrofia testicular compensatoria, después de la hemicastracion
(Gerendai et al., 1984).

Se ha sugerido que la inervacidén colinérgica esta implicada en el control de la
esteroidogénesis, debido a observaciones que indican que la administracion de
acetilcolina al plexo del nervio espermatico inferior, disminuye la secrecion de
testosterona en testiculos de rata. Trabajos realizados por Frankel y Mock (1982)
indican que la seccion del nervio espermatico superior no esta implicado en la
produccion de testosterona en respuesta a la hemicastracion, lo que sugiere que
los efectos de la acetilcolina podrian estar mediados en parte por el nervio

espermatico inferior (Zhu et al., 2002).
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Se ha demostrado que las fibras sensoriales presentes en los nervios que
ingresan al testiculo son importantes en la regulacién del desarrollo de las células
germinales, ya que su inhibicion tiene efectos sobre el proceso de
espermatogénesis. En la rata macho recién nacida la eliminacion de las fibras
sensoriales mediante la administracion de 50mg/kg de capsaicina, provoca una
disminucion en el porcentaje de motilidad, vitalidad y en el numero de
espermatozoides (Hernandez, 2014). Ademas, en estudiantes universitarios la
administracion de capsaicina mediante la ingesta de 300 mg de chile habanero
diariamente por 3 meses, provoca una disminucién en el porcentaje y en el

namero de espermatozoides viables (Ledn-Lopez G et al., 2017).

Existen pocos datos experimentales disponibles sobre la participacion del tronco
encefalico en el control neural de los testiculos, un informe indica que las lesiones
en la formacion reticular mesencefalica, causan atrofia testicular y disminucién de
la espermatogénesis. Los tubulos seminiferos de las ratas lesionadas en la
formacion reticular mesencefalica, se caracterizan por una disminucién general en
el namero de células de diferentes generaciones del epitelio germinal,
acompafado por, degeneracion de Sps, espermatocitos y de espermatides en
etapas iniciales, y reduccién de las areas de los tubulos seminiferos. Otra
caracteristica importante de mencionar, fue una reduccién en el recuento completo

de las células intersticiales (Ali, 1986).

En otro trabajo realizado en ratas de 30 dias de edad, la lesion de los nucleos de
rafe  dorsal y medial, no indujo cambios en las concentraciones de LH,
progesterona y testosterona, pero se observd una disminucion en las
concentraciones de serotonina en las ratas lesionadas. Sin embargo la lesion del
nacleo de rafe dorsal, provoco una disminucion de las concentraciones de FSH,
asi como, una disminucién de la concentracién y la motilidad espermatica, que no
se observo en animales con la lesion del nucleo de rafe medial. Estos resultados
sugieren que, los nucleos de rafe regulan diferencialmente las funciones

reproductivas masculinas (Ayala et al., 2015).
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Algunos estudios han indicado que el cerebro, también controla las funciones
testiculares mediante un mecanismo independiente de la hipofisis, mediado por los
nervios. Estos datos se basan en modelos experimentales especiales, que han
permitido proponer la existencia de una via neural directa entre los testiculos y el
cerebro, cuya funcion es proporcionar un control de ajuste fino del 6rgano. De
acuerdo con este punto de vista, los hallazgos indican que la hemiorquidectomia,
induce cambios en el contenido de la GnRH en el hipotadlamo. Ademas, se ha
informado que la interrupcion de impulsos aferentes unilaterales del hipotalamo,
previene el aumento de la FSH inducida por hemicastracion, si las dos
intervenciones se realizan en el mismo lado (derecho) (Gerendai et al., 2005). Los
estudios realizados por Turnbull y Rivier (1997), indican que la inyeccién
intracerebroventricular de interleucina-1, suprime la secrecion de testosterona
inducida por hCG, por una via neural dependiente de catecolaminas entre el
cerebro y los testiculos.

La lesion electrolitica del nucleo paraventricular, no influyé en la capacidad de
respuesta de las células de Leydig a la hCG, pero evit6 el efecto inhibitorio del
factor liberador de corticotropina o la respuesta del agonista adrenérgico (Selvage
y Rivier, 2003). Otros estudios indican que la inyeccion intracerebroventricular de
etanol, redujo la secrecién de testosterona inducida por hCG, sin alterar la
concentracion sérica y la concentracion en el flujo sanguineo testicular de LH. El
tratamiento aumento significativamente las transcripciones de ARNm de c-fos, en
la porcién parvocelular del nucleo paraventricular hipotalamico. La lesion del
nacleo restaurd parcialmente la respuesta de testosterona inducida por etanol a
hCG. Estos resultados indican que el nucleo paraventricular, desempefia un papel
en el control de la secrecion de testosterona, a través de un mecanismo que es
independiente de la secrecién de LH y de los efectos mediados periféricamente
(Selvage et al., 2004).

El papel de la amigdala como uno de los nucleos extrahipotalamicos que modulan
la secrecion de GnRH, se conoce desde hace décadas. Estudios indican que la

amigdala, esté involucrada en el control neural dependiente de la hipofisis de la
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secrecion de testosterona. La lesion unilateral de la amigdala con &cido kainico,
resulté en una disminucion significativa en la secrecion basal de testosterona (in
vitro) de ambos testiculos y en la secrecion sérica de testosterona. La secrecion
de LH, se suprimio después de la lesion izquierda pero no derecha (Banczerowski,
et al., 2003). Estos resultados indican, una asimetria funcional de la amigdala con
respecto al mecanismo por el cual, la amigdala izquierda (a través del eje
hipotalamo-hipofisario-testicular) y la amigdala derecha (a través de la ruta neural
directa) controlan la secrecion de testosterona. Estos datos son consistentes con
los resultados de otro experimento realizado, en donde la interrupcién de impulsos
aferentes del area izquierda del I6bulo temporal que contiene la amigdala, en ratas
hemicastratadas, resulté en una disminucién significativa en la esteroidogénesis
del testiculo restante (derecho), sin cambio en el nivel de LH en suero (Gerendai
et al., 2005).

En la rata macho, la lesion unilateral del area cortical insular, donde se podian
detectar neuronas relacionadas con los testiculos, resulté en una disminucién
significativa en la secrecion basal de testosterona (in vitro) y en la concentracion
sérica de testosterona, cuando la intervencion fue en el lado derecho. La lesion en
el lado izquierdo o derecho indujo un aumento significativo en el nivel de LH en
suero. Sin embargo, el nivel hormonal fue significativamente mayor después de
una lesion en el lado derecho en comparacion con el lado izquierdo. Los
resultados indican que la corteza insular también modula la secrecion de
testosterona y LH, con un predominio funcional de la corteza insular derecha

(Banczerowski et al., 2001).
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2.4. PROLIFERACION CELULAR |INCONTROLADA Y CANCER
TESTICULAR

El aumento de la proliferacion incontrolada en células anormales, es una de las
caracteristicas principales en grados avanzados de neoplasias y enfermedades
como el cancer. Ademas, las células anormales en constante proliferacion pueden
generar tumores y adquirir la capacidad de invadir partes adyacentes del cuerpo
propagandose a otros 6rganos. A este Ultimo proceso se le denomina metastasis y
es la principal causa de muerte por cancer. Las investigaciones realizadas a lo
largo de varias décadas, respaldan la hipdtesis de que estos cambios se deben a
mutaciones, pérdida o inactivacion de los genes de control celular (Carter et al.,
2003; Chao et al., 2008; Wang-Michelitsch y Michelitsch, 2015; Organizacién
Mundial de la Salud [OMS], 2018).

La formacion de tumores en el testiculo esta asociada principalmente a células
germinales (90-95%), no obstante, también se pueden generar tumoraciones en
células de Leydig y células de Sertoli, aunque en menor frecuencia (5-10%).
Existen diferentes clasificaciones para los tumores de células germinales
testiculares (TCGT). Se han clasificado en dos grandes grupos, seminomas
(seminoma clasico y seminoma espermatocitico) y no seminomas (carcinoma
embrionario, tumor de saco vitelino, teratoma). También se han clasificado en
base a la edad en la que se presentan comunmente: 1) teratomas, tumores de
saco vitelino y tumores de coriocarcinomas (en lactantes); 2) seminomas y no-
seminomas (en adolescentes y adultos); y 3) seminomas espermatociticos (en
adultos) (Singh et al., 2011; Howitt et al., 2015; Gurney et al., 2015; Smith et al.,
2016).

La mayoria de los TCGT (seminomas y no-seminomas) se originan a partir de un
precursor comun, la neoplasia de células germinales in situ (GCNIS), inicialmente
denominada carcinoma in situ de testiculo. Se considera que la GCNIS se origina
a partir de células germinales inmaduras (gonocitos) detenidas durante el
desarrollo y que persistieron fuera de la vida fetal/perinatal. En consecuencia, la
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morfologia de las células GCNIS se parece mucho a la de los gonocitos fetales,
pero con una cromatina irregular en los nucleos. Las células de la GCNIS, se
encuentran dentro de los tubulos seminiferos, con mayor frecuencia en una sola

fila a lo largo de la membrana basal (Rajpert-De et al., 2018).

El seminoma clasico, es el tumor de células germinales mas comun,
representando aproximadamente el 50 % de todos los TGCT. Ocurre en hombres
mayores en comparacion con los no seminomas, con una edad media de 40 afios.
Los pacientes con seminoma, tienen un pronostico de supervivencia
extremadamente bueno, con mas del 95%, debido a su naturaleza radiosensible y
guimiosensible. Por lo general, el seminoma crece en formaciones parecidas a
nidos y laminas de células, con septos fibrosos delgados que separan los nidos y
lobulillos de las células tumorales. Dentro de los septos se pueden encontrar
linfocitos prominentemente variables. EI seminoma, tiende a presentar un aspecto
bastante monétono de células con citoplasma claro a palido a eosinéfilo. Los
ndcleos son tipicamente grandes (pero generalmente no pleomorfos), prominentes
y por lo general manchados. Los contornos nucleares son en su mayoria
redondeados, pero a menudo al menos un borde tiene una esquina cuadrada.
Ademas, es comun observar inflamacién linfocitica e inflamacion granulosa que
puede ser extensa (Fig. 11 A) (Howitt et al., 2015).

El seminoma espermatocitico, a excepcion de otros tipos de TCGT no se deriva de
una GCNIS y tiene un perfl de genes similar a la espermatogonia o
espermatocitos primarios tempranos. Los seminomas espermatociticos se
componen de 3 tipos de células tumorales; pequefias, mediana/intermedia y
grande/gigante. Generalmente predominan las células intermedias, que pueden
imitar otro tipo de tumor llamado seminoma anaplasico. Las células gigantes a
menudo son multinucleadas y demuestran un pleomorfismo con cromatina en
forma de espirene. Las células pequefias pueden confundirse con linfocitos,
debido al escaso citoplasma que presentan (Fig. 11 B) (Howitt et al.,, 2015;
Rajpert-De et al., 2018).



Fig. 11.- Cortes histoldgicos de un seminoma (A) y un seminoma espermatocitico (B).
Tincion de hematoxilina y eosina (400X). Tomado de Howitt et al., (2015).

Los no-seminomas, muestran una gran variedad de formas histolégicas y
contienen carcinoma embrionario indiferenciado y componentes somaticos
parcialmente diferenciados, a lo largo del linaje embrionario de cualquier tejido.
Los no-seminomas también contienen componentes de tejido extraembrionario

(tumor de saco vitelino y coriocarcinoma) (Rajpert-De et al., 2018).

El carcinoma embrionario, afecta principalmente a hombres jévenes con una edad
media de 32 afios. Se encuentra comunmente como un componente de un no-
seminoma mixto. Puede mostrar una variedad de patrones de crecimiento,
incluidos crecimiento soélido, papilar, tubular y glandular. El crecimiento sélido es
mas comun, pero generalmente se acompafia de otros patrones arquitectonicos.
Las células tumorales de un carcinoma embrionario, son grandes con una
cantidad moderada de citoplasma anfofilico y bordes celulares indistintos. Los
ndcleos son grandes y exhiben pleomorfismo, uno o mas nucleos prominentes y
abundante mitosis. Ocasionalmente puede mostrar citoplasma despejado y bordes
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celulares bien visualizados, posiblemente generando confusion con el seminoma
(Fig. 12 A) (Howitt et al., 2015).

El teratoma se considera como un componente de TGCT mixto. Estd compuesto
por una amplia variedad de estructuras derivadas de elementos exodérmicos,
endodérmicos y mesodérmicos, es comun encontrar epitelios escamosos y

glandulares en este tipo de tumores (Fig. 12 B) (Howitt et al., 2015).

El tumor de saco vitelino (YST), es el TGCT mas comun en nifios menores de 2
afos. Tiene una gran variedad de morfologias histolégicas. La morfologia méas
comun en YST es la morfologia reticular o microquistica con estroma mixoide y
cuerpos de Schiller-Duval, que consisten en un anillo de YST que rodea un vaso
sanguineo, tipicamente dentro de un espacio quistico. Ademas, se pueden
observar glébulos hialinos intracitoplasméticos y material eosindéfilo denso
extracelular (Fig. 12 C) (Howitt et al., 2015).

El coriocarcinoma es extremadamente raro en forma pura en los testiculos, pero
puede verse como un componente de un tumor mixto de TGCT. A diferencia de
los otros TGCT, la mayoria de los pacientes con coriocarcinoma presentan
sintomas relacionados con enfermedad metastasica, en lugar de una masa
testicular palpable. Los niveles séricos de Beta-hCG estan marcadamente
elevados y la ginecomastia puede estar presente en algunos pacientes.
Anteriormente el coriocarcinoma testicular era rapidamente mortal si no se trataba
inmediatamente. Sin embargo, en la actualidad, es posible la curacion con
quimioterapia combinada, incluso después de una diseminacion generalizada. El
coriocarcinoma se asocia con hemorragia y necrosis extensas, y se compone de
células de trofoblasto mononucleado y sincitiotrofoblasto (synT), que pueden estar
presentes en cantidades variables. Las células trofoblasticas mononucleadas se
caracterizan por ser de tamafio mediano, con una cantidad moderada de
citoplasma eosindfilo claro palido y nucleos con contornos irregulares, cromatina
gruesa y uno o mas nucléolos. Los bordes de las células son tipicamente distintos.

Las células synT se caracterizan por un tamafio celular mucho mayor,
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multinucleacion frecuente, citoplasma densamente eosinéfilo o ligeramente
anfofilico y nucleos marcadamente hipercromaticos e irregulares. Las células synT
pueden mostrar una gran vacuolizacion intracitoplasmatica, impartiendo una
apariencia microquistica. La invasion linfovascular se identifica facilmente en
practicamente el 100 % de los casos (Fig. 12 D) (Howitt et al., 2015).

Fig. 12.- Cortes histologicos de diferentes tipos de no-seminomas. Carcinoma
embrionario (A), Teratoma (B), Tumor de saco vitelino (C ), y Coriocarcinoma (D).
Tincion de hematoxilina y eosina (400X). Tomado de Howitt, et al., (2015).
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Se ha reportado una mayor incidencia de tumores testiculares, en paises de
Europa y en Estados Unidos de América, presentando diferencias entre etnias; las
personas de piel blanca presentan la mayor tasa de incidencia, seguido por
personas de origen hispano, personas asiaticas y finalmente personas de piel
negra. Y se prevé que para el afio 2026 la mayor tasa de incidencia se presentara
en hombres de origen hispano al menos en los Estados Unidos de América
(Gémez-Dantés et al., 2016; Smith et al., 2016; Ghazarian et al., 2017).

México carece de informacion precisa sobre la incidencia nacional del cancer de
testiculo, pero existen algunos trabajos sobre su prevalencia en el pais. En un
estudio efectuado entre 1985 y 1994 por el Instituto Nacional de Cancerologia, se
identificaron 28,581 pacientes con confirmacion histolégica de cancer, de los
cuales 8,984 (31%) fueron casos reportados en hombres, en donde los tumores
mas frecuentes fueron los de testiculo (8.3%), seguidos por los de pulmén (7.4%),
linfoma de Hodgkin (7.1%) y el cancer de préstata (5.5%). Otro estudio realizado
en el Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional siglo XXI, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, entre los afios 2005 y 2012, se reportd una
frecuencia de 29,863(40.1%) casos de cancer en hombres, de los cuales el cancer
de prostata representd el tipo de tumor mas frecuente con 12.3%, seguido del
cancer de colon y recto (8.7%), cancer de piel (6.0%) y el cancer testicular con el
5.6%. De los 907 casos de muerte en hombres por causa de cancer reportados en
ese trabajo, el cancer de colon represent6 el 14.2% de los casos, seguido del
cancer de testiculo (8.0%), el de estbmago (6.5%), de pulmon (5.0%) y de prostata
(2.4%) (Martinez-Sanchez et al., 2013).

Las causas que originan el cancer testicular, asi como las que provocan el
aumento en su incidencia aun no estan bien esclarecidas. Sin embargo, el factor
de riesgo identificado con mayor frecuencia asociado con el cancer testicular es la
criptorquidia, padecimiento en donde uno o ambos testiculos permanecen en la
cavidad abdominal sin descender hacia el escroto de forma normal. Se ha
reportado que esta alteracion puede aumentar cinco veces mas el riesgo de

desarrollar cancer testicular (Smith et al., 2016; Giannandrea y Fargnoli, 2017).
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Por otra parte, se ha estimado que los hermanos de los pacientes con cancer
testicular, tienen 10 veces mas riesgo para desarrollar esta enfermedad, mientras
que los padres o hijos tienen de cuatro a seis veces el riesgo de padecerla.
Ademas, se ha sugerido que otros factores de riesgo como son las infecciones por
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), el aumento de las concentraciones
enddgenas de estrogenos durante el embarazo, la exposicion prenatal o postnatal
a varias sustancias estrogénicas ocupacionales y medioambientales como, los
productos quimicos que alteran el sistema endocrino, asi como, el tabaquismo y el
consumo de cannabinoides, podrian ser los principales responsables de la
etiologia de esta enfermedad, sin embargo, esta teoria sigue en discusion (Gurney
et al., 2015; Smith et al., 2016; Giannandrea y Fargnoli, 2017).
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2.5. CARCINOGENOS DE ORIGEN NATURAL

Existe evidencia experimental de diferentes sustancias de origen natural que
tienen efectos de carcinogenicidad y mutagenicidad, a continuacién, se describen

algunos de estos compuestos.

La aflatoxina, una micotoxina que se produce en los granos y otros productos
alimenticios, es carcinogénica en diferentes especies de animales, como: ratones,
ratas, truchas, patos y monos, con efectos dosis respuesta. Principalmente se ha

implicado en el cancer de higado (Newberne et al., 1979).

Derivados de hidracina de los hongos Agaricus bisporus y Gyromitra esculenta, los
cuales se consumen en todo el mundo, podrian tener efectos cancerigenos en
ratones y en hamster y son mutagénicos en bacterias. Sin embargo, aun no se ha

podido determinar en los seres humanos (Toth y Patil, 1979; Toth et al., 1981).

Varios alcaloides de pirrolizidina, por ejemplo, monocrotalina, son carcinébgenos en
animales y mutagénicos en varios sistemas de pruebas. Las ratas que fueron
alimentadas con una planta llamada “pie de gallina” que contiene estos alcaloides

desarrollaron tumores (Hirono et al., 1979).

Constituyentes de las plantas, como las metilxantinas, la tiourea, los taninos, la
cumarina, el acido parasorbico, el safrol, el estragol y el eugenol, asi como, los
estrogenos de las plantas como la zearalenona, son cancerigenos en animales de
laboratorio y mutagénicos en sistemas celulares bacterianos o de mamiferos
(Consejo nacional de investigacion (US) Comité de Dieta, Nutricion y Cancer,
1982).

Recientemente en el trabajo de tesis realizado por Marisel Sanchez, en el
laboratorio de Biologia de la Reproduccién, del Centro de Investigacion Biomédica
de Oriente, Instituto Mexicano del Seguro Social HGZ No. 5, se observé que la
administracion diaria durante 4 dias consecutivos de extracto acuoso de una

planta llamada Echeveria gibbiflora, en una dosis de 100mg/kg por via
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intraperitoneal, puede inducir pequefias tumoraciones en higado, vaso e intestino,

en ratones CD1 de 5 semanas de edad (Datos no publicados).

A raiz de los resultados obtenidos en la tesis de Marisel Sanchez, realizamos
ensayos en ratones machos CD1 de 5 semanas de edad, administrando la misma
dosis (100mg/kg) de extracto acuoso de la planta, durante 4 dias consecutivos
mediante via intraescrotal. En los resultados obtenidos, observamos una
estimulacion de la proliferacion de las células testiculares, principalmente en las
células del compartimento intersticial, evidenciado por la expresion del marcador
de proliferacion Ki-67 mediante inmunofluorescencia. Estos cambios se
presentaron a partir de 9 dias después de la Ultima administracion del extracto.
Por lo tanto, sugerimos que la administracion del extracto acuoso de Echeveria
gibbiflora (EaEQ) por via intraescrotal, se podria utilizar para generar modelos de
proliferacion de células testiculares en ratones CD1 (Datos no publicados [German
Ledn Lopez et al., 2019]).
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2.6. Echeveria gibbiflora

Es una roseta suculenta perenne que pertenece a la familia Crassulaceae.
Presenta tallos simples o ramificados, gruesos hasta de 1 m de alto ( A veces en
sitios sombreados ) que junto con la inflorescencia de aproximadamente el mismo
largo pueden alcanzar un total de 2 m. Presenta 14 - 20 hojas formando una
roseta en el extremo, glaucas tendiendo a enrojecerse sobre todo en la superficie,
ovaladas u oblongas-espatuladas, con el envés aquillado, has céncavo de 12 - 30
cm de largo por 7 - 15 cm de ancho, apice triangular o escotado, pedunculo floral
con hojas semejantes a las de la roseta pero mas reducida. El eje de la
inflorescencia mide mas de 60 cm de largo, la inflorescencia paniculada es de
color rojo-amarillo y a veces pruinosos, sépalos desiguales lanceoladas de 7 mm a
1.5 cm de largo, corola de 12-14 mm de largo con el tubo corto, I6bulos
lanceolados, aquillado embonados en la basé, semillas largamente oblongas de
0.75 mm de largo. Es conocida popularmente como "Oreja de burro" y sus

registros se encuentran en México y Sudamérica (Olivia, 1993).

Se ha utilizado como planta ornamental, pero también se ha utilizado en la
Medicina Tradicional Mexicana, como método anticonceptivo mediante lavados
vaginales después del coito (Reyes et al., 2002; Delgado et al., 1999). Se ha
observado que, el EaEg tiene efectos sobre la motilidad y la aglutinacién en los
espermatozoides de algunas especies de mamiferos. Una fraccion purificada de
Echeveria gibbiflora, produce un efecto tipo hipoténico en los espermatozoides de
cobayo. Principalmente se observa una distencion de la membrana plasmatica
sobre la region del acrosoma, produciéndose la formacion de una enorme burbuja
en la cabeza. Ademas, se reporta un efecto de aglutinacion intensa e

inmovilizacién instantanea en los espermatozoides (Delgado et al., 1999).

En espermatozoides de raton, la administracion de EaEg de manera in vitro, tiene
efectos negativos en la capacitacion, la reaccién acrosomal y la concentracion de
calcio intracelular, pero no en la vitalidad espermatica. Por otra parte, cuando se

administra una dosis de 100-200mg/kg de EaEg por via intraperitoneal durante 7
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dias en ratones adultos CD1, el porcentaje de motilidad espermatica disminuye de

manera estadisticamente significativa (Cordero-Martinez et al., 2016).

A pesar de que se ha propuesto al extracto acuoso de Echeveria gibbiflora, como
método anticonceptivo de baja toxicidad, trabajos realizados por Olivia (1993),
demostraron que la administracion durante 30 dias con 2.5mL de EaEg por via
oral en ratones Balb/c, produjo un incremento de micronucleos en células
sanguineas, estadisticamente significativo con respecto al control. Estos datos

sugieren posibles efectos genotéxicos del EaEg.
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3. ANTECEDENTES

Existen evidencias que sugieren que los érganos en donde comunmente se
desarrolla cancer, pueden tener una relacibn con la actividad de las fibras
nerviosas que los estan inervando. La funciéon que desempafia cada una de las
diferentes fibras (simpaticas, parasimpaticas y sensoriales) presentes en los
nervios que ingresan a los 6rganos, pueden variar dependiendo del tipo de cancer
y del 6rgano afectado.

Se ha considerado que al menos tres factores bioldgicos basicos contribuyen al
inicio y la progresion de la tumorigénesis;1) el estrés oxidativo, que conduce al
dafio del ADN; 2) la inflamacion, que contribuye a escapar de la apoptosis; y 3) la
actividad simpatica excesiva, que afecta el lugar donde las células cancerosas
haran metéstasis. Se ha propuesto que el nervio vago es un factor coman que
puede inhibir a los tres factores biol6gicos béasicos, involucrados con el inicio y
progresion de la tumorigénesis (De Couck et al., 2018).

Erin et al. (2008), observaron que la vagotomia unilateral (derecha o izquierda)
previa a la inyeccion de células metastasicas de corazén, provenientes de un
carcinoma mamario (4THMpc), aumenta la metastasis a pulmon, corazén, higado
y rifion, en ratones Balb/c, 27-30 dias después de la inyeccion de células 4THMpc.
En el corazén la metastasis aumentd solo después de la vagotomia izquierda.
Ademas, la vagotomia real aumento los niveles de SP, mientras que la operacion
simulada disminuye los niveles de SP en el pulmon. Estos resultados proporcionan
evidencia de que la actividad del nervio vago puede proteger contra la enfermedad

metastasica.

Para evaluar los efectos de la inervacion autdnoma en el crecimiento de tumores
en mama, Kamiya et al. (2019), desarrollaron técnicas genéticas para manipular la
inervacion autonoma de manera especifica de tipo tumor y fibra, en ratones con
xenoinjertos de cancer de mama humano y en ratas con tumores de mama
inducidos quimicamente. Encontraron que, después de la estimulacion de los

nervios simpaticos en los tumores, el crecimiento y la progresién del cancer de
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mama se aceleran, pero se reducen estos efectos después de la estimulacion de
los nervios parasimpaticos. La denervacion simpatica especifica del tumor,
suprimié el crecimiento tumoral y regulé de forma negativa la expresion de
moléculas de punto de control inmunitario (muerte programada 1 [PD-1], ligando
de muerte programada 1 [PD-L 1] y FOXP3) en mayor medida, en comparacién
con el bloqueo farmacologico de los receptores B-adrenérgicos. En contraste la
simulacion inducida genéticamente de la inervacion parasimpatica de tumores,

disminuyo la expresion de PD-1y OD-L 1.

Ademas en humanos, mediante un analisis retrospectivo de muestras de cancer
de mama de 29 pacientes, se revel6 que el aumento de la densidad nerviosa
simpética y parasimpatica en los tumores, se asocié con resultados clinicos malos
y se correlacion6 con una mayor expresion de las moléculas del punto de control
inmunitario. Con estos hallazgos se sugiere que la inervacion autbnoma participa

en la regulacién de la progresion del cancer de mama (Kamiya et al., 2019).

En el carcinoma hepatocelular (CHC), también se ha evidenciado el papel
regulatorio del sistema nervioso autbnomo. Zhang et al. (2017), mostraron que el
tejido de CHC esta inervado por fibras simpaticas y parasimpaticas, y que la
densidad de estas fibras estd asociada a un mal prondstico de los pacientes.
Ademas, informaron que los receptores adrenérgicos P2 y los receptores
colinérgicos a7, M1 y M3, se expresan tanto en células primarias como en lineas
celulares de hepatoma, lo que indica que estos receptores pueden desempenfar
funciones esenciales en la regulacion de CHC, desencadenado por el sistema

nervioso auténomo.

En otro estudio, se realiz6 un analisis patoldgico retrospectivo y cuantificacion de
la densidad de fibras nerviosas simpéaticas, en pacientes con CHC y se realiz6
hepatocarcinogénesis inducida con dietilnitrosamina en ratas. Los datos obtenidos
mostraron una alta densidad de fibras nerviosas simpaticas y receptores
adrenérgicos al, en las células de Kupffer, y se asocié con un mal prondstico de
CHC. La denervacion simpatica o el bloqueo de al-AR, disminuy® la incidencia de
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CHC inducida con dietilnitrosamina. Ademas, se observaron efectos sinérgicos de
la interleucina-6 (IL-6) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) en la
hepatocarcinogénesis. La supresion del sistema nervioso simpatico, redujo la
expresion de IL-6 y TGF-, que suprimio la hetapocarcinogénesis. Se sugiere que
las células de Kupffer juegan un papel importante en estos procesos, debido a que
después de la ablacion de las células de Kupffer, se inhibi6 la expresion de IL-6 y
TGF- B y el desarrollo de CHC. En este trabajo se indica que, la inervacion
simpatica es importante para la hepatocarcinogénesis, que se promueve
mediante la activacion de al-AR de las células de Kupffer, dando como resultado
el mantenimiento de un microambiente inflamatorio, que es uno de los factores

relacionados con la aparicion del CHC (Huan et al., 2017).

Por otra parte, en un modelo de ratones macho C57BL/6J simpatectomizados
mediante una inyeccion intraperitoneal de neurotoxina 6-hidroxidopamina, que
después de 7 dias recibieron una inyeccion de células de melanoma B16-F10. Se
encontré que la simpatectomia, retrasé el desarrollo de los tumores palpables a
los 20 dias después de la inyeccién de células de melanoma. Sin embargo, a
pesar de que se prolongd significativamente la supervivencia de los ratones
portadores de tumor, después de los 20 dias el peso del melanoma desarrollado
aumentd significativamente en los ratones simpatectomizados, en comparacion
con los animales intactos. Los autores de este trabajo sugieren, que estos
hallazgos contraintuitivos pueden indicar que, las intervenciones que afectan el
sistema nervioso simpatico, pueden ejercer efectos complejos sobre la progresion
del tumor (Horvathova et al., 2016; Horvathova et al., 2016b).

La funcion de los nervios en el desarrollo de cancer de prostata, se ha reportado
en ratas. Coarfa et al. (2018), denervaron la prostata de ratas quimica (Botox) y
fisicamente, antes de implantar ortotopicamente células cancerosas de prostata de
humano. La denervacion bilateral resulto en una reduccién de la incidencia y el
tamafo del tumor en ratones. Ademas, se exhibié un perfil genético caracteristico,

que indica la traduccion y el paro bioenergético. Los autores concluyen que los
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nervios juegan un papel en la homeostasis de los tejidos epiteliales normales y

estan involucrados en la supervivencia del tumor de cancer de proéstata.

Por otra parte, las fibras sensoriales que también se encuentran formando parte
de los nervios que ingresan a los diferentes 6rganos. De igual forma estan

involucrados de manera importante en el desarrollo de tumores cancerigenos.

Saloman et al. (2016), demostraron que en ratones denervados sensorialmente al
nacimiento, mediante la administracién de capsaicina (50mg/kg de peso corporal),
presentaron un retraso en la formacion de neoplasias pancreaticas intraepiteliales
inducidas y un aumento en la edad de supervivencia, en comparacion a los
ratones con neoplasias pancreaticas inducidas y que tenian la inervacion sensorial

intacta.

Los trabajos realizados por Peterson et al. (2015), demostraron que en el raton de
7.5 semanas de edad con carcinoma basocelular, la seccion de los nervios
cutaneos suprime la tumorigénesis. Interesantemente, este efecto fue mayor en
los epitelios de la cupula tactil, quienes presentan una inervacion sensorial mayor
y que son altamente tumorigénicos. Los autores sugieren que los nervios
sensoriales podrian estar activando la sefalizacion de Hedgehog, un factor

importante que promueve el desarrollo del carcinoma basocelular.

Por el contrario, el grupo de Erin et al. (2004), mostré que en ratones adultos la
denervacion sensorial realizada por la administracion de capsaicina (125 mg/kg
PC s.c.), previa a la inyeccién de células de carcinoma mamario 4T1 en la
glandula mamaria, provocé un incremento significativo de la metastasis en el
pulmon y corazon. Este efecto se revirti6 cuando la inervacion sensorial se
recuper0. Cabe resaltar que la denervacion con capsaicina a una dosis de 125
mg/kg en adulto, es reversible a diferencia de lo que sucede cuando la
denervacion sensorial se realiza en ratones recién nacidos. Lo que nos permite
sugerir que en el desarrollo del cancer mamario la inervacion sensorial tendria un

rol inhibitorio en los mecanismos involucrados en la metastasis.
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4. JUSTIFICACION

Existen evidencias que permiten sugerir que la inervacion sensorial, es un factor a
considerar dentro los mecanismos (proliferacion celular, tumorigénesis Yy
metastasis) involucrados en el desarrollo de algunos tipos de céancer. Estas
evidencias muestran un rol diferente de la inervacion sensorial dependiendo del
tipo de cancer y del propio o6rgano afectado (Erin et al., 2004; Peterson et al.,
2015; Saloman et al., 2016). Se sabe que la inervacion sensorial participa de
manera estimulatoria en la regulacion de la espermatogénesis (Hernandez, 2014;
Ledn-Lopez G et al., 2017). Sin embargo, no existe algun trabajo realizado sobre
el papel de la inervacion sensorial en la proliferacion anormal de células
testiculares. Por lo que este trabajo contribuira a generar mas informacion sobre
otras posibles vias involucradas en la proliferacion de células testiculares.
Ademas, la informacién obtenida en este trabajo, podria utilizarse en un futuro
para generar practicas de prevencion, asi como alternativas terapéuticas en el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la proliferacion celular
incontrolada, caracteristica principal de varios tipos de cancer incluyendo el cancer

testicular.

5. HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El bloqueo de la inervacion sensorial inhibe la proliferacion anormal en células
testiculares inducida por la administracion de extracto acuoso de Echeveria

gibbiflora en un modelo murino.
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6. OBJETIVOS

6.1. Obijetivo general

Analizar los efectos del bloqueo de la inervacion sensorial en la proliferacion de
células testiculares, inducida por la administracion de extracto acuoso de

Echeveria gibbiflora en un modelo murino.
6.2. Objetivos particulares

Determinar los efectos del bloqueo de la inervacién sensorial después de la
induccién de proliferacion de células testiculares sobre:

a) La motilidad, viabilidad y concentracion de espermatozoides obtenidos de la
cola del epididimo.

b) La fragmentaciéon de ADN, mediante la técnica de COMETA.

c) La morfometria de los tibulos seminiferos.

d) La proliferacion celular mediante la expresién del marcador KI-67.

e) La expresién de fibras inmunorreactivas a CGRP.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar donde se desarrollé el proyecto

El proyecto se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de Biologia de la
Reproduccion, en el Centro de Investigacion Biomédica de Oriente, Instituto
Mexicano del Seguro Social HGZ No. 5. Ubicado en Km 4.5 carretera federal
Atlixco-Metepec C.P. 74360 Metepec, Puebla, México. De igual manera en el
Laboratorio de Biologia de la Reproducciéon y el Laboratorio de Histofisiologia,
ambos ubicados en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla.

7.2. Disefo experimental y procedimiento

En el siguiente trabajo se utilizaron 24 ratones CD1 de 35 dias de edad que se
dividieron en 4 grupos iguales. Los primeros dos grupos denominados como,
induccion de proliferacion celular (IPC) e induccion de proliferacion celular +
capsaicina (IPC+Caps), fueron inducidos a proliferacion de células testiculares
mediante la administracion de extracto acuoso de Echeveria gibbiflora (EaEg), a
una dosis de 100mg/kg de peso corporal por via intraescrotal, durante 4 dias
continuos. Después de la ultima administracion de EaEg se dejé recuperar a los
animales durante 10 dias, al décimo dia al grupo de ratones IPC+Caps, se le
bloqueo la funcién de las fibras sensoriales (denervacion sensorial) mediante la
administracion de capsaicina (se disolvié en tween-80 [10%)], etanol [10%] y agua
esteril [80%]), a una dosis de 125mg/kg de peso corporal dividida en dos dosis. La
primera dosis fue de 50mg/kg y 24 horas después se administré la segunda dosis
gue fue de 75mg/kg por via subcutanea. Al grupo IPC se le administré vehiculo de
capsaicina (tween-80 [10%], etanol [10%] y agua estéril [80%]), siguiendo un
procedimiento similar que el grupo IPC+Caps. Los animales fueron anestesiados
con ketamina/xilazina (80mg/kg;15mg/kg i.m) y justo antes de administrar la
capsaicina o vehiculo de capsaicina se inyectd atropina a una dosis de 5mg/kg por

via intraperitoneal. Un tercer grupo de ratones denominado control de solucién
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salina (CSS), fue anestesiado y administrado con solucién salina al 0.9% por via
intraescrotal, durante 4 dias seguidos. El Gltimo grupo denominado control intacto
(CI), no se le realizd ningun procedimiento, los ratones solo se mantuvieron con
alimento y agua ad libitum. Todos los animales, fueron sacrificados al término de
35 dias después de la ultima administracion de capsaicina y se recuperaron

testiculos y epididimos para su posterior analisis.
Criterios de inclusién
- Ratones machos en buen estado de salud.

- En el caso de los grupos con denervacion sensorial, animales que presenten
signos de denervacion sensorial, como son; pérdida del brillo en los ojos y

alteraciones en la miccion.
Criterios de exclusién

- Ratones administrados con capsaicina que no presenten signos de denervacion

sensorial.

- Ratones en mal estado de salud.

7.3. PROCEDIMIENTOS

7.3.1. Induccion de proliferacion de células testiculares con extracto acuoso de

Echeveria qgibbiflora

Los ratones se anestesiaron con ketamina/xilazina a una dosis de 0.10ml/10grs.
Una vez que el anestésico generd su efecto, se administr6 EaEg (100mg de
Echeveria gibbiflora en 1 ml de agua desmineralizada) por via intraescrotal en una
dosis de 100mg/Kg de PC. La administraciéon de EaEg se realiz6 diario durante 4
dias consecutivos. Se realizdé un procedimiento similar para el grupo CSS, lo Unico

gue cambio fue la inyeccidn intraescrotal de EaEg por una inyeccion intraescrotal
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de solucién salina al 0.9%. Al grupo designado como CI no se le realizd ningun

procedimiento.

7.3.2. Andlisis espermatico

Se diseccion6 el epididimo, recuperando solamente la cola unida al conducto
deferente. Posteriormente se perfundié la cola del epididimo, inyectando por el
conducto deferente 1 ml de medio Storey, las soluciones celulares obtenidas se
mantuvieron a una temperatura de 37° C. Para la motilidad espermatica se tomo
una alicuota de 10ul de la solucién celular y se observé en el microscopio 6ptico,
utilizando el objetivo de 40x. Se contd el nimero de espermatozoides con
motilidad progresiva rapida, motilidad in situ y espermatozoides sin movimiento,
para posteriormente obtener los porcentajes por muestra. Para el analisis de
vitalidad espermatica se llevo a cabo una tincion vital, utilizando SYBR14 e ioduro
de propidio. Para ello se tomaron 5ul de SYBR14, 5ul de ioduro de propidio y 10 pl
de solucion de espermatozoides. Se realizé una preparacién con 10ul de la mezcla
y se observé en microscopia de fluorescencia utilizando el objetivo de 40x. Se
obtuvieron los porcentajes de los espermatozoides tomando en cuenta los
siguientes aspectos; aquellos espermatozoides que presentaron fluorescencia
verde brillante se consideraron como vitales, mientras que los espermatozoides
gue presentaron fluorescencia roja se consideraron como no vitales. La
determinacién de la concentracion de espermatozoides se llevo a cabo utilizando

un hemocitometro (camara de Neubauer).

7.3.3. Fragmentacion de ADN en espermatozoides (prueba COMETA)

Se prepar6 agarosa al 4 % y se formé una capa en un portaobjetos de 75x25mm,
se dejo reposar en camara humeda hasta que solidificara el gel. Posteriormente se
prepar6 agarosa al 3% y se hizo una mezcla con 250ul de muestra de
espermatozoides y 750 pl de agarosa al 3%. Se agregé una alicuota de la mezcla
sobre el gel de agarosa al 4 % previamente montado en el portaobjetos, se coloco
un cubreobjetos y se mantuvo en camara humeda con hielo. Se retird el

cubreobjetos y se agregd buffer de lisis con DTT 10mM y se incub6 durante 45
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minutos, las muestras se lavaron do veces con Tris. Posteriormente se realiz6 una
electroforesis a 50 Volts y 300 miliamperes durante 15 minutos, utilizando TAE 1x
como medio. Al término de la electroforesis las muestras se lavaron tres veces con
tris. Finalmente, las muestras fueron incubadas con naranja de acridina (1mg/ml
diluido 2:500) durante 10 minutos, se lavaron dos veces y se montaron para su

observacion en el microscopio de fluorescencia.

Se contaron 200 células en diferentes campos por muestra tomando en cuenta lo
siguiente: aquellos espermatozoides que presentaban un barrido de ADN del
nacleo del espermatozoide parecido a un cometa, se consideraron como
espermatozoides fragmentados, mientras que aquellos espermatozoides que
mantenian bien delimitada el area de la cabeza sin barridos de ADN, se
consideraron como espermatozoides no fragmentados. Los resultados se

expresaron en porcentajes.

7.3.4. Andlisis histoldgico de testiculo

Los testiculos se fijaron en formalina tamponada. Posteriormente se deshidrataron
mediante cambios de alcohol y cloroformo realizados en el siguiente orden:
alcohol 70% (72 hrs.), alcohol 96% (12 hrs.), alcohol 100% (12 hrs.), cloroformo
(12 hrs.), cloroformo (2 hrs.). Una vez deshidratados los 6rganos se incluyeron en
parafina durante 2 hrs. a 60°C. Posteriormente se realizaron cortes histologicos de
10um de espesor con ayuda de un microtomo manual (modelo: erma Tokyo). Se
utilizé la tincibn Hematoxilina-Eosina la cual consisti6 en lo siguiente: se
desparafinaron los cortes en una camara de formol durante 24 horas y
posteriormente se pasaron al tren de tincion de Hematoxilna-Eosina que se realizo
en el siguiente orden: Xilol (dos cambios de 1.5 min c/u), alcohol 100% (1.5 min),
alcohol 96% (1.5 min), agua destilada (1.5 min), hematoxilina de Mayer (1.5 min),
agua (tres cambios de 5 min c/u), eosina (15 seg), alcohol 96% (1.5 min), alcohol
100% (1.5 min), carbol-xiol (1.5 min), xilol (1.5 min). Al término de la tincion, los

cortes histolégicos se cubrieron con resina sintética, se dejaron secar 24 horas y
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posteriormente se analizaron mediante un microscopio invertido, equipado con un

sistema de captura DS-F13 y analisis de imagenes L4 by Nikon.

7.3.5. Analisis morfométrico de los tubulos seminiferos

Se eligieron laminillas de dos ratones por cada grupo. Se seleccionaron los cortes

en mejor estado y se realizé lo siguiente:

* Por cada corte seleccionado se tomaron microfotografias, mediante un
microscopio invertido equipado con un sistema de captura DS-F13 y andlisis de

imagenes L4 by Nikon.

+ Se tomd6 una microfotografia a cada tubulo seminifero de todo el corte. Se
seleccionaron solo los tubulos seminiferos que presentaron una forma circular y

que estuvieran completos.

+ Se tomaron medidas del area total y del area del lumen en 30 tubulos
seminiferos por cada grupo. Se utilizé la funcidn “area” incluida en el analizador de
imagenes L4 by Nikon, para llevar a cabo las mediciones. Finalmente se calcul6 el
area del epitelio germinal, restando el area del lumen al &rea total del tubulo

seminifero.

7.3.6. Inmunofluorescencia para proliferacion celular (Ki67) y CGRP

Se cortaron secciones de testiculo de 6 um de espesor y se montaron en porta
objetos cubiertos con Poly-L-lysina. Los cortes se desparafinaron en estufa de
secado a 74° C durante 60 minutos, posteriormente se sumergieron en xileno
durante 20 minutos y se hidrataron con una serie de etanol-agua en el siguiente
orden: alcohol 100% (10 min), alcohol 90% (5 min), alcohol 70% (5 min), agua
destilada (4 min). La recuperacion del antigeno se realizé incubando las laminillas
en buffer citrato de sodio durante 15 minutos a 94° C. Se lavaron las muestras con
agua desmineralizada durante 4 minutos y se agreg6é PBS/Triton al 0.25% durante
10 minutos. Posteriormente se lavaron las muestras con PBS y se agregd BSA-
PBST y se dejo incubar por 30 minutos. Enseguida se agregaron los anticuerpos

primarios monoclonales de Ki-67 (IgG mouse Ki-67 (8D5) mAb, Cell Signaling
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Technology) y CGRP (IgG* CGRP (D5R8F) Rabbit mAb, Cell Signaling
Technology) a una relacién de dilucion de 1:800 (diluidos en BSA-PBST), y se dejo
incubar durante toda la noche a 4° C en camara humeda. Posteriormente se
realiz6 un lavado con BSA- PBST, se agregaron los anticuerpos secundarios
(Goat pAb anti-rabbit IgG Alexa Fluor 594 y Rabbit anti mouse CFL 488) y se
incubd durante dos horas a 37° C en camara humeda. Después se lavaron las
muestras con BSA-PBST, se agregd Hoechst a una concentracion de 1:500 y se
dejo incubar durante 15 minutos a 37° C. Finalmente se montaron las muestras y
se observaron en un microscopio invertido Zeiss Axioobserver, con sistema de
iluminacién estructurada Apotome 2.0, con filtros de fluorescencia a 230, 488 y
594 nm. Se tomaron fotografias y se realizaron mediciones de la intensidad de
fluorescencia, con ayuda del software Zen Black by Zeiss y Zen lite 3.0 (Blue

edition) by Zeiss, respectivamente.

7.3.7. Andlisis estadistico

Se realizaron ANOVAS de una via y pruebas de Kruskal-Wallis, para determinar
diferencias estadisticamente significativas, entre los cuatro grupos para los
diferentes pardmetros estudiados. Se utilizé un valor de significancia de P<0.05

utilizando el programa R.

7.3.8. Aspectos éticos

Los animales se mantuvieron con acceso libre de alimento y agua, en un ciclo de
luz-oscuridad de 14/10 horas. Los procedimientos se realizaron conforme la NOM-

062-Z00 1999, que establece el uso y cuidado de animales de laboratorio.
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8. RESULTADOS

Se grafic6 y compar6 el porcentaje de motilidad, vitalidad y la concentracion
espermética entre testiculo izquierdo y testiculo derecho y entre grupos.

8.1. Motilidad espermatica

Cuando se indujo la proliferacion celular mediante la administracion de EaEg
(IPC), el porcentaje de motilidad espermatica disminuyd de manera
estadisticamente significativa, en las células recuperadas tanto de testiculo
izquierdo como testiculo derecho, en comparacion con las células recuperadas de
testiculo izquierdo del grupo control que solo recibié la administracion de solucién
salina (CSS).

Algo similar sucedié cuando se indujo la proliferacion celular mediante la
administracion de EaEg y posteriormente se denervé mediante la administracién
de capsaicina (IPC+Caps), el porcentaje de motilidad espermatica disminuyé de
manera estadisticamente significativa, en las células recuperadas de testiculo
derecho, en comparacion con el porcentaje de motilidad espermatica de las
células recuperadas de testiculo izquierdo del grupo control que solo recibid la

administracion de solucion salina (CSS) (Fig. 13).
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Fig. 13.- Media  e.e.m del porcentaje de motilidad espermatica de testiculo izquierdo y derecho de
los grupos: control intacto (Cl), control solucién salina (CSS), induccion de proliferacion celular (IPC)
e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). Se observa una disminucion
estadisticamente significativa del porcentaje de motilidad espermatica, en testiculo izquierdo y
derecho del grupo IPC y en testiculo derecho del grupo IPC+Caps, con respecto al testiculo izquierdo
del grupo CSS (Flechas negras). El porcentaje de motilidad espermatica de testiculo derecho del
grupo IPC, disminuyd de manera significativa en comparacion con el testiculo derecho del grupo
CSS (Flecha azul). El valor de significancia (*) utilizado fue de p<0.05.

8.2. Vitalidad espermatica

El porcentaje de vitalidad espermatica presenta un patron similar al porcentaje de
motilidad espermatica. Cuando se indujo la proliferacion celular mediante la
administracion de EaEg (IPC), el porcentaje de vitalidad espermatica disminuyo de
manera estadisticamente significativa, en las células recuperadas de testiculo

derecho, en comparacion con el porcentaje de vitalidad de las células recuperadas
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de testiculo derecho del grupo CSS y el porcentaje de vitalidad espermatica de
las células recuperadas de testiculo izquierdo del grupo IPC+Caps (Fig. 14).

Vitalidad espermatica
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Fig. 14.- Media * e.e.m del porcentaje de vitalidad espermatica de testiculo izquierdo y derecho
de los grupos: control intacto (Cl), control solucion salina (CSS), induccion de proliferacion
celular (IPC) e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). Se observa una
disminucion significativa del porcentaje de vitalidad en el testiculo derecho del grupo IPC,
con respecto al testiculo derecho de los grupos IPC+Caps (Flecha negra) y CSSS (Flecha azul).
El valor de significancia (*) utilizado fue de p<0.05.

8.3. Concentracion espermatica

Cuando se indujo la proliferacion celular mediante la administracion de EaEg
(IPC), la concentracion espermatica disminuyé de manera estadisticamente

significativa, en las muestras recuperadas tanto de testiculo izquierdo como
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testiculo derecho, en comparacién con la concentracion espermatica en las
muestras recuperadas de ambos testiculos, del grupo control que solo recibié la
administracion de solucion salina (CSS) y el grupo control que no se le administré

ninguna sustancia (ClI).

Se observo una tendencia similar cuando se indujo la proliferacion celular en el
testiculo mediante la administracion de EaEg y posteriormente se denervo
mediante la administracion de capsaicina (IPC+Caps), la concentracion
espermética de las muestras recuperadas de testiculo izquierdo, disminuy6 de
manera estadisticamente significativa, en comparacion con la concentracion
espermatica de las muestras recuperadas de ambos testiculos, del grupo que solo
recibio la administracién de solucién salina (CSS) y el grupo control que no se le
administré ninguna sustancia (CI). Sin embargo, la concentracién espermatica de
las muestras recuperadas de testiculo derecho, solo fue diferente de manera
estadisticamente significativa, en comparacion con la concentracién espermatica
de las muestras recuperadas de ambos testiculos del grupo que se le administro
solucion salina (CSS) (Fig. 15).
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Fig. 15.- Media £ e.e.m de la concentracion espermatica de testiculo izquierdo y derecho de los
grupos: control intacto (Cl), control solucién salina (CSS), induccion de proliferacion celular (IPC)
e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). Se observa una disminucion
significativa de la concentracion espermatica, tanto de testiculo izquierdo como testiculo derecho
del grupo IPC en comparacion con los grupos Cly CSS (linea azul). La concentracion espermatica
del testiculo izquierdo el grupo IPC+Caps, disminuyd de manera significativa en comparacion con
ambos testiculos de los grupos Cly CSS (linea negra). La concentracion espermatica del testiculo
derecho del grupo IPC+Caps, disminuyd significativamente en comparacion con ambos testiculos
del grupo CSS (linea verde). El valor de significancia(*) utilizado fue de p<0.05.
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8.4. Fragmentacion espermética

En los andlisis de la prueba COMETA realizada en los espermatozoides
recuperados tanto de testiculo izquierdo como de testiculo derecho, no se observo
la dispersion de fragmentos de ADN en todas las muestras analizadas. Por lo
tanto, el porcentaje de fragmentacién de ADN para todos los grupos fue de 0%
(Fig.16).

Fig. 16.- Microfotografias de espermatozoides de raton, después del procedimiento de la prueba
COMETA, que se utilizé para evidenciar ADN espermatico fragmentado. No se observo dispersion
de fragmentos de ADN, después de realizar la electroforesis en los espermatozoides de todos los
grupos. Control intacto(A), control solucién salina (B), induccion de proliferacion celular (C) e
induccion de proliferacion celular + capsaicina (D). Tincion con naranja de acridina y microscopia
de fluorescencia (20X).
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8.5. Analisis histoldgico de testiculo

En los cortes histolégicos de testiculo del grupo control que solo recibié solucion
salina (CSS) y el grupo control que no se le administré ninguna sustancia (Cl), se
observd una distribucién ordenada de las células del epitelio germinal, con la
presencia de Sps cercanas a la lamina basal, células en diferenciacioén a lo largo
del epitelio germinal y células de Sertoli con los citoplasmas extendidos hacia el
lumen. ElI compartimento intersticial se observd con pocas células de Leydig
delimitadas por las células mioides peritubulares que estaban rodeando a los

tdbulos seminiferos (Fig. 17 Ay B).

Fig. 17.- Microfotografias de cortes histolégicos de testiculo de raton. Los tubulos seminiferos de
C y D, muestran una mayor area del lumen en (*) en comparacion con Ay B. En D se observa
desorganizacion del epitelio germinal y menor cantidad de citoplasma de las células de Sertoli ().
Control intacto (A), control solucion salina (B), induccion de proliferacion celular (C ) e induccion de
proliferacion celular + capsaicina (D). Tincion de hematoxilina-eosina y microscopia dptica (20X).
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En los cortes histoldgicos de los testiculos del grupo que fue inducido a
proliferacion celular, mediante la administracion de EaEg (IPC), se observé una
mayor cantidad de células dentro de los tubulos seminiferos con una organizacion
desordenada. El citoplasma de las células de Sertoli en algunos tubulos
seminiferos, no se observo extendido hacia el lumen, pero si se observé rodeando
a las células del epitelio germinal (Fig. 17 C). Ademas en el lumen de varios
tubulos seminiferos, se observd la presencia de conglomerados celulares. Las
células que formaban parte de los conglomerados en su mayoria eran células
redondas, algunas de ellas con ndcleos agrandados, y pocas células con
citoplasma amorfo, asociadas con espermatides elongadas. EI compartimento
intersticial se observé extendido con una gran cantidad de células (Fig. 18 Ay B).

En cuanto a los cortes histologicos del grupo que fue inducido a proliferacion
celular, mediante la administracion de EaEg y posteriormente sometido a
denervacion sensorial mediante la administracion de capsaicina (IPC+Caps), se
observé una mayor desorganizacion de las células del epitelio germinal. El
citoplasma de las células de Sertoli, no es tan notorio en comparacion con los
grupos control y el grupo que fue inducido a proliferacion celular (Fig. 17 D). En
algunos tubulos seminiferos se observé la perdida de la lamina basal, que
delimitaba el compartimento intersticial con el compartimento tubular, ademas, se
observd la posible presencia de algunas células del epitelio germinal en el
compartimento intersticial. En el lumen del tdbulo seminifero, no se observé la
presencia de conglomerados celulares, como fue en el caso del lumen de los
tubulos seminiferos del grupo que fue inducido a proliferacion celular. Por otra
parte el compartimento intersticial también se observd extendido con una mayor
cantidad de células (Fig. 18 C y D).
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Fig. 18.- Microfotografias de cortes histoldgicos de testiculo de raton. En laimagen Ay B se muestra
la formacion de conglomerados de células dentro del lumen de los tibulos seminiferos, en el grupo
que se indujo a proliferacion celular (A). En las imagenes C y D se muestra pérdida de la integridad
de la lamina basal del tubulo seminifero y la posible migracion de las células del epitelio germinal
hacia el compartimento intersticial (»). Tincion de hematoxilina-eosina y microscopia Optica
(Ay C=20X; B y D= 40X).

8.6. Morfometria de los tubulos seminiferos

Los analisis morfométricos de los tubulos seminiferos, evidenciaron un aumento
estadisticamente significativo en el area total de los tibulos seminiferos, del grupo
control tratado con solucién salina (CSS) y el grupo que fue inducido a
proliferacion celular mediante la administracion EaEg y posteriormente denervado
con capsaina (IPC+Caps), en comparacion con el control que no se le administro

ninguna sustancia (CI) (Fig. 19).
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Fig. 19.- Grafica que representa la media t e.e.m, del area de los tubulos seminiferos de los grupos:
control intacto (CI), control solucion salina (CSS), induccion de proliferacion celular (IPC)
e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). Se observa un aumento significativo
en el area del tabulo seminifero en los grupos CSS y IPC+Caps, en comparacion con el grupo Cl
(flechas azules). El area del tubulo seminifero del grupo IPC, disminuyé en comparacion con el
grupo IPC+Caps (flecha negra), pero no fue diferente de los grupos Cl y CSS. El valor de
significancia (*) utilizado fue de p<0.05.

El area del epitelio germinal del grupo control que se le administré solucién salina
(CSS), el grupo que fue inducido a proliferacion celular mediante la administracion
de EaEg (IPC) y el grupo que fue inducido a proliferacién celular, mediante la
administracion de EaEg y posteriormente denervado con capsaicina (IPC+Caps),
fue mayor de manera estadisticamente significativa, en comparacién con el grupo

control que no se le administro ninguna sustancia (CI) (Fig. 20).
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Fig. 20.- Grafica que representa la media * e.e.m, del area del epitelio germinal de los grupos:
control intacto (CI), control solucion salina (CSS), induccion de proliferacion celular (IPC)
e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). El area el epitelio germinal
aumentoé de manera significativa en los grupos CSS, IPC e IPC+Caps, en comparacion con el
grupo Cl (flechas azules). El valor de significancia (*) utilizado fue de p<0.05.

El 4rea del lumen del grupo que fue inducido a proliferacién celular mediante la
administracion de EaEg y posteriormente denervado con capsaicina (IPC+Caps),
fue mayor en comparacion con el grupo que fue inducido a proliferacién celular
(IPC) y con el grupo control que no se le administré ninguna sustancia (Cl). Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (Fig. 21).
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Fig. 21.- Grafica que representa la media £ e.e.m, del area del lumen de los tdbulos seminiferos
de los grupos: control intacto (CI), control solucion salina (CSS), induccion de proliferacion
celular (IPC) e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). El area del lumen
aumentd de manera significativa en el grupo IPC+Caps, en comparacion con los grupos Cl e
IPC (flechas azul y negra). El valor de significancia (*) utilizado fue de p<0.05.

Al comparar el porcentaje que ocupa el epitelio germinal del area total de los
tubulos seminiferos, se observé que el epitelio germinal del grupo que fue inducido
a proliferacion celular mediante la administracion de EaEg (IPC) ocup6 el 94.34%
del area total del tibulo seminifero, este porcentaje fue mayor que el porcentaje
del epitelio germinal de los otros 3 grupos (Cl=91.12%; CSS=89.14%;
IPC+Caps=86.64%). Ademas, el porcentaje del epitelio germinal del grupo que fue
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inducido a proliferacion celular mediante la administracion de EaEg vy
posteriormente denervado con capsaicina (IPC+Caps) fue menor (86.64%), en
comparacion con el porcentaje del epitelio germinal de los otros tres grupos
(Cl1=91.12%; CSS=89.14%; IPC=94.34%). Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (Fig. 22).

Area de epitelio germinal expresado
en porcentaje

*
*
91.12 89.14 94.34 86.64
Cl Css IPC

IPC+Caps

100

80

|

60

40

Porcentaje del epitelio germinal

20

Grupos

Fig. 22.- Grafica que representa la media * e.e.m, del porcentaje que ocupa el area del
epitelio germinal del total del tubulo seminifero. El porcentaje que ocupa el epitelio
germinal del grupo IPC, fue mayor en comparacion con los grupos Cl, CSS e IPC+Caps. El
porcentaje que ocupa el epitelio germinal del grupo IPC+Caps, fue menor en comparacion
con los grupos Cl, CSS e IPC. Control intacto (Cl), control solucidn salina (CSS), induccion
de proliferacion celular (IPC) e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps).
El valor de significancia (*)utilizado fue de p<0.05.
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8.7. Expresion del marcador de proliferacion (Ki-67) vy el
neurotransmisor CGRP

Cuando se administré a los ratones del grupo control solucién salina (CSS), se
observé la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 y el neurotransmisor
CGRP, principalmente en el citoplasma de las células del compartimento
intersticial, aunque también se observo una ligera expresion dentro de los tdbulos

seminiferos. (Fig. 23).

Cuando se indujo la proliferacion celular mediante la administracion de EaEg
(IPC), la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 y del neurotransmisor
CGRP, se observé asociado al citoplasma de las células del compartimento
intersticial y una ligera expresion asociada a las células del epitelio germinal, en el

interior de los tubulos seminiferos (Fig. 23).

Cuando se indujo la proliferacion celular mediante la administracion de EaEg y
posteriormente se denervd con capsaicina (IPC+Caps), se observo la expresion
de Ki-67 tanto en las células del compartimento intersticial como en las células del
compartimento tubular, asociado principalmente al ndcleo de las células en el
interior de los tubulos seminiferos, con una marcada expresion en las Sps. La
expresion de CGRP se observo principalmente en el citoplasma de las células del

compartimento intersticial (Fig. 23).
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Fig. 23.- Microfotografias de cortes histoldgicos de testiculo de raton. Se muestra la inmmuno-
fluorescencia expresada por el marcador de proliferacion Ki-67 (verde), el neurotransmisor CGRP
(rojo) y el colorante de ADN Hoechst (azul). Control solucion salina (CSS), induccion de proliferacion
celular (IPC) e induccion de proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). La expresion de CGRP
se observa principalmente en el citoplasma de las células intersticiales en los tres grupos (flechas
blancas). La expresion de Ki-67 se observa en el citoplasma de las células intersticiales CSS e IPC
(flechas rojas). En el caso del grupo IPC+Caps, la expresion de Ki-67 se observa en los nicleos de
las células germinales (flechas amarillas). Microscopia de fluorescencia, objetivo de 20X.



~ 84 ~

Para poder evidenciar las posibles diferencias en la expresion de los marcadores
para proliferacion celular y el neurotransmisor CGRP, se realizaron mediciones de
intensidad de fluorescencia y se compararon entre grupos. Las mediciones se

realizaron en el compartimento intersticial y en el area del epitelio germinal.

La intensidad de fluorescencia del marcador de proliferacion Ki-67, fue mayor de
manera significativa, tanto en el compartimento intersticial como en el epitelio
germinal, en el grupo que fue inducido a proliferacion celular (IPC) y en el grupo
gue fue inducido a proliferacion celular y posteriormente denervado con capsaicina
(IPC+Caps), en comparacion con el grupo control que recibié solucién salina
(CSS). Cabe resaltar que la intensidad de fluorescencia de Ki-67 entre el
compartimento intersticial del grupo que fue inducido a proliferacion celular (IPC) y
el compartimento intersticial del grupo que fue inducido a proliferacion celular y
posteriormente denervado con capsaicina (IPC+Caps), se observé en niveles
similares (Fig.27). Sin embargo, los niveles de intensidad de fluorescencia de Ki-
67 del epitelio germinal fueron diferentes, siendo menor en el epitelio germinal del
grupo que se indujo a proliferacion celular (IPC), en comparacién con la intensidad
de fluorescencia del epitelio germinal del grupo que se indujo a proliferaciéon

celular y posteriormente se denervo con capsaicina (IPC+Caps) (Fig. 24).
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Fig. 24.- Grafica que representa la media  e.e.m, de la intensidad de fluorescencia del
marcador de proliferacion Ki-67, en el compartimento intersticial y en el epitelio
germinal de los grupos:control solucion salina (CSS), induccion a proliferacion celular
(IPC) e induccion a proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). La intensidad de
fluorescencia de Ki-67 aumenté de manera significativa en los grupos IPC e IPC+Caps,
tanto en el compartimento intersticial como en el epitelio germinal, comparado con el
grupo CSS (lineas azules). La intensidad de fluorescencia de Ki-67 del epitelio germinal
en los grupos CSS e IPC, fue menor estadisiticamente en comparacion con la intensidad
de fluorescencia expresada en el compartimento intersticial. La intensidad de fluorescencia
de Ki-67 del epitelio germinal del grupo IPC+Caps, fue mayor estadisticamente en
comparacion con la intensidad de fluorescencia de Ki-67 en el epitelio germinal del grupo
IPC (linea roja). El valor de significancia (*) utilizado fue de p<0.05.
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La intensidad de fluorescencia del neurotransmisor CGRP, aumenté en el
compartimento intersticial del grupo que se indujo a proliferacién celular (IPC) y en
el compartimento intersticial del grupo que se indujo a proliferacion celular y
posteriormente fue denervado con capsaicina (IPC+Caps), en comparacion con la
intensidad de fluorescencia en el compartimento intersticial del grupo que se le
administré solucion salina (CSS). Sin embargo la intensidad de fluorescencia de
CGRP fue menor en el compartimento intersticial del grupo que se indujo a
proliferacion celular y posteriormente fue denervado con capsaicina (IPC+Caps),
en comparacion con la intensidad de fluorescencia del grupo que se indujo a

proliferacion celular con extracto acuoso de Echeveria gibbiflora (IPC) (Fig. 25).

La intensidad de fluorescencia del neurotransmisor CGRP en el epitelio germinal,
presentd el mismo patrén de intensidad de fluorescencia que se observé en el
compartimento intersticial. Siendo mayor la intensidad de fluorescencia de CGRP
en el epitelio germinal del grupo que se indujo a proliferacion celular (IPC) y en el
epitelio germinal del grupo que se indujo a proliferacion celular y posteriormente
fue denervado con capsaicina (IPC+Caps), en comparacion con el grupo control
gue fue administrado con solucién salina (CSS). De igual forma, en el grupo que
se indujo a proliferacion celular y posteriormente fue denervado con capsaicina
(IPC+Caps), la intensidad de fluorescencia de CGRP en el epitelio germinal fue
menor, en comparacion con la intensidad de fluorescencia de CGRP en el epitelio
germinal del grupo que se indujo a proliferacion celular mediante la administracion
de EaEg (IPC) (Fig. 25).
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Fig. 25.- Grafica que representa la media £ e.e.m, de la intensidad de fluorescencia del
neurotrasmisor CGRP, en el compartimento intersticial y en el epitelio germinal de los
grupos:control solucion salina (CSS), induccion a proliferacion celular (IPC) e induccidn
a proliferacion celular + capsaicina (IPC+Caps). La intensidad de fluorescencia de CGRP
aumentd de manera significativa en los grupos IPC e IPC+Caps, tanto en el compartimento
intersticial como en el epitelio germinal, comparado con el grupo CSS (lineas azules). La
intensidad de fluorescencia de CGRP en el compartimento intersticial y en el epitelio germinal
del grupo IPC, fue mayor estadisticamente en comparacion con los grupos CSS e IPC+Caps.
La intensidad de fluorescencia de CGRP del epitelio germinal de los grupos CSS, IPC e
IPC+Caps, fue menor estadisticamente en comparacion con la intensidad de fluorescencia de
CGRP en el compartimento intersticial de los mismos grupos. El valor de significancia (*)
utilizado fue de p<0.05.



~ 88 ~

9. DISCUSION

Se ha reportado el efecto del extracto acuoso de Echeveria gibbiflora, sobre la
calidad espermética en diferentes mamiferos incluyendo el humano. En la mayoria
de los trabajos, los resultados mostraron que el EaEg, disminuye la motilidad y
promueve la formacion de aglutinaciones espermaticas, cuando se adiciona
directamente a los espermatozoides. Sin embargo, la vitalidad no se ve afectada
(Delgado et al., 1999; Reyes et al., 2002; Cordero-Martinez et al., 2016). En
nuestros resultados observamos una disminucién tanto de la motilidad como de la
vitalidad de los espermatozoides, principalmente en el testiculo derecho del grupo
que fue inducido a proliferacion celular mediante la administracion de EaEg,
cuando se administré de manera intraescrotal. Sin embargo, en los analisis

microscoépicos realizados, no se observaron aglutinaciones espermaticas.

Los resultados obtenidos en la motilidad y la vitalidad espermatica, nos indican
posibles efectos negativos de EaEg sobre la funcion del epididimo. Debido a que
los espermatozoides después de alcanzar su maduracion estructural en el
testiculo, requieren otro tipo de maduracion post-testicular, para que adquieran la
capacidad de motilidad completa. Esta maduracion post-testicular se lleva a cabo
en el epididimo, en donde los lipidos y proteinas de membrana del
espermatozoide se modifican, permitiendo que la célula reaccione a las sefiales en
el tracto reproductor femenino y pueda activar otros mecanismos necesarios para
la fertilizacion del ovocito como son; la hipermotilidad, la reaccion acrosomal y la

fusién del espermatozoide con el ovocito (Bjorkgren y Lishko, 2017).

En el modelo utilizado en este trabajo, se pretendié generar un contacto directo
de EaEg con el testiculo, realizando la administracion de EaEg por via
intraescrotal, con el fin de inducir proliferacién celular especificamente en las
células testiculares. Sin embargo debido a la cercania anatdmica que presenta el
epididimo con el testiculo, es posible que el EaEg también estuviera en contacto
directo con el epididimo, afectando sus funciones y por ende afectando el
porcentaje de motilidad y vitalidad de los espermatozoides.
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Es interesante mencionar que, el porcentaje de motilidad y vitalidad espermatica
en el grupo administrado con EaEg y posteriormente denervado mediante la
administracion de capsaicina, se observo con valores similares al porcentaje de
motilidad y vitalidad espermatica del grupo control administrado con solucion
salina. Estos resultados sugieren una posible recuperacién de los efectos
negativos causados por la administracion de EaEg, sobre el porcentaje de
motilidad y vitalidad espermatica, que podria estar modulado por los efectos de la

denervacion sensorial, provocados por la administracion de capsaicina.

Para poder entender, de qué manera podria la denervacién sensorial revertir los
efectos causados por la administracion de EaEg, sobre la motilidad y vitalidad

espermatica, es necesario analizar la siguiente informacion:

1.- El epididimo recibe informacién nerviosa a través del nervio espermatico
inferior (NSI), que se origina en los plexos mesentéricos e hipogastricos inferiores
y fibras que se derivan de las ramas del nervio pélvico (Kumazawa, 1986;
Gerendai et al., 2000; Gerendai et al., 2005). A pesar de que los plexos y nervios
que ingresan al epididimo contienen fibras sensoriales, se ha considerado que la
principal contribucién de los plexos mesentéricos e hipogastricos inferiores al
epididimo es de naturaleza simpatica (Kumazawa, 1986, Sengupta et al., 1994;
Gerendai et al., 2000; Shea et al., 2000; Gerendai et al., 2005; Tubbs et al., 2015).

2.- La funcion del epididimo es sensible a la integridad de la inervacion simpética.
En ratas, la pérdida de la inervacion simpatica provoca la pérdida de la velocidad
de natacion curvilinea y en linea recta de los espermatozoides obtenidos de la
cola del epididimo (Patki et al., 2008).

3.- Se han reportado efectos antagonistas entre el sistema simpatico y el sistema
sensorial en varios tejidos. La densidad de las fibras sensoriales y la sintesis y
liberacion de CGRP aumentan después de la simpatectomia (Schon et al., 1985;
Matsushima et al., 1995; Aberdeen et al., 1992; Ekstrom y Ekman, 2005; Hachani

et al., 2010). En contraste, la densidad de las fibras simpaticas y la liberacion de
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noradrenalina aumentan después de la denervacion sensorial (Terenghi et al.,
1986; Van Ranst y Lauweryns, 1990; Hachani et al., 2010).

4.- La administracion de CGRP de forma dosis dependiente, puede inhibir las
respuestas contractiles en los conductos deferentes de la rata, que fueron
mediadas predominantemente por la activacion de fibras nerviosas
noradrenérgicas postganglionares. Sugiriendo que en el conducto deferente de la
rata, CGRP puede inhibir la liberacion de noradrenalina durante la estimulacion del

nervio adrenérgico (Ohhashi y Jacobowitz, 1985).

5.- En algunas patologias como la endometriosis, existe un desequilibrio entre las
fibras nerviosas simpaticas y sensoriales (Liang y Yao, 2016). La densidad de las
fibras nerviosas sensoriales es menor significativamente en el peritoneo no
afectado, en comparacion con la lesion del endometrio, mientras que la densidad
de fibras nerviosas simpéticas es mayor significativamente en el peritoneo no
afectado, en comparacion con la densidad de fibras nerviosas simpaticas en el
tejido lesionado (Ferrero et al., 2010; Arnold et al., 2012).

En nuestro experimento, cuando se administr6 a los ratones EaEg por via
intraescrotal, se observd la presencia de tejido recubriendo al testiculo y al
epididimo, principalmente en la zona de la cola del epididimo y el primer segmento
del conducto deferente. El tejido permanecié durante los 35 dias que se
mantuvieron los ratones en experimentacion. Es probable que la inervacion
sensorial y simpéatica en estas condiciones, sufriera un desequilibrio en la
densidad de fibras nerviosas, como se ha reportado en patologias como la
endometriosis. Probablemente se generd un aumento de la densidad de las fibras
nerviosas sensoriales, provocando un efecto antagonista en la funcion de las
fibras nerviosas simpéticas, lo que explicaria por qué al provocar una denervaciéon
sensorial mediante la administracion de capsaicina, el porcentaje de motilidad y
vitalidad espermatica aparentemente se encontraron en niveles similares al
control, efecto posiblemente mediado por la reactivacibn de la inervacién
simpatica.
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Por otra parte, en el trabajo realizado por Hernandez, (2014), al provocar una
denervacion sensorial mediante la administracién de una sola dosis de 50 mg/kg
de capsaicina en ratas recién nacidas, disminuyo el porcentaje de motilidad,
vitalidad y concentracion espermatica. Indicando que el bloqueo de las fibras
sensoriales, en un modelo en donde el epididimo se encuentra en condiciones
normales, afecta de manera negativa al porcentaje de motilidad y vitalidad de los
espermatozoides. Estos resultados son contrarios a nuestros resultados. En
primera instancia se puede sugerir que los efectos de la denervacion sensorial,
podrian variar cuando se realiza en un modelo de ratén recién nacién y cuando se
realiza en un modelo de ratén adulto, como fue el caso del modelo utilizado en
este trabajo. Ademas, estos resultados permiten sugerir que la funcion de la
inervacion sensorial no solo dependera del érgano que esta inervando, si no que
probablemente también depende de la situacion patoldgica en la que se encuentre
el 6rgano.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el efecto de EaEg se ha relacionado
principalmente con la disminucion de la motilidad y la formacion de aglutinaciones
espermaticas, administrado de manera directa en los espermatozoides. Sin
embargo, poco se ha estudiado sobre los efectos en la concentracion espermatica,
debido a que la mayoria de trabajos se han realizado en modelos in vitro. En este
trabajo la concentracion espermatica disminuy0 de manera estadisticamente
significativa en el grupo que fue inducido a proliferacién celular mediante la
administracion de EaEg (IPC) y en el grupo que fue inducido a proliferacion celular
y posteriormente denervado mediante la administracion de capsaicina (IPC+Caps)
en comparacion con los controles (CSS y CI). Estos resultados nos indican

posibles efectos toxicos de EaEg sobre la espermatogenesis.

La concentracibn espermatica depende de factores que regulan la
espermatogénesis a nivel del epitelio germinal, un mal funcionamiento en los
factores que inducen la proliferacion celular, asi como, en los factores
relacionados con la diferenciacion celular en el epitelio germinal, podrian dar como

resultado una disminucion en la concentracion espermatica, estos factores son
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aportados principalmente por las células de Sertoli, que a su vez son estimuladas
por multiples factores que incluyen; la aportacion hormonal del eje hipotalamo
hipdfisis testiculo, la aportacion de testosterona por las células de Leydig y de
algunas proteinas como inhibina y activina, entre otras (Welsh et al., 2009; Smith
y Walker, 2015; Bjorkgren y Lishko, 2017; O"Donnell et al., 2017). Ademas, de la
regulacion neuroendocrina también se ha sugerido una regulacién neural fina de la

espermatogénesis (Gerendai et al., 2005).

La seccion del nervio espermético superior (NSS), en la rata, produce fagocitosis
en las espermatides maduras, vacuolizacién de los nucleos de las espermatides,
la espermiacion tardia y las asociaciones celulares incompletas en el 60% de los
tubulos seminiferos. Si bien la seccion solamente del nervio espermatico inferior
(NSI) no afecta la espermatogénesis, la seccion de ambos nervios (NSS y NSI)
doce semanas después de la cirugia, provocé una regresion del epitelio seminifero
caracterizado por la ausencia de Sps proliferantes (Chow et al., 2000). En ratas
prepuberes, se encontrd que la seccién tanto del NSS como del NSI, promueve la
apoptosis en espermatides redondas y células de Leydig, y reduce la activaciéon de
la meiosis de espermatocitos en cigoteno y paquiteno. Ademas, la denervacion en
ambos nervios, disminuye significativamente la expresién de 3B-hydroxiesteroide
deshidrogenasa 1(3p-HSD1) y los niveles de ARNm del receptor de la hormona
luteinizante, pero no tiene influencia sobre la expresién de ARMm del receptor de
FSH (Huo et al., 2010).

Por otra parte la funcién de las fibras sensoriales podria ser un factor involucrado
en la regulacién de la concentracion espermatica. Hernandez, (2014), al bloquear
la funcidon de las fibras sensoriales mediante la administracion de 50 mg/kg de
capsaicina en ratas recién nacidas, reporta una disminucién en la concentracion
espermatica. Indicando un papel estimulatorio de la inervacién sensorial sobre la

espermatogénesis en ratas.

Cabe resaltar que en el grupo que se indujo a proliferacion celular y
posteriormente fue denervado con capsaicina (IPC+Caps), la concentracion
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espermética disminuyé de una manera similar al grupo que fue inducido a
proliferacion celular (IPC). No se observo un efecto de posible recuperaciéon como
sucedio en el porcentaje de motilidad y vitalidad espermatica, pero tampoco el
efecto negativo provocado por la administracion de EaEg se incrementd por la
administracion de la capsaicina. Lo que nos indica que posiblemente entre el
epididimo vy el testiculo existen mecanismos distintos en cuanto a las funciones
gue desempefian las fibras sensoriales que inervan a estos organos. Esta idea
podria respaldarse debido a que el testiculo recibe informacién nerviosa
principalmente del nervio espermatico superior (NSS), que se origina en los plexos
celiaco y adrtico con un aporte del nervio vago, mientras que el epididimo recibe
mayor aporte de informacion nerviosa a través del nervio espermatico inferior. No
obstante, el testiculo también recibe una aportacion nerviosa proveniente del
nervio espermatico inferior (NSI). Sin embargo la seccion del nervio espermético

inferior por si solo no afecta la espermatogénesis (Chow et al., 2000).

Uno de los objetivos de este trabajo fue, evaluar si los tratamientos utilizados en el
experimento generaban dafo al material genético de los espermatozoides, debido
a que en el trabajo realizado por Olivia, (1993), se reportan efectos genotéxicos de
EaEg en células sanguineas. Ademas, los efectos genotoxicos de la capsicina en
las células testiculares son controversiales (Narasimhamurthy, 1988; Mizrak et al.,
2008).

En este trabajo se evaluo la fragmentacion de ADN mediante la prueba COMETA.
En ninguno de los grupos, se observaron nucleos de espermatozoides con ADN
fragmentado. Nuestros resultados indican que el EaEg, no genera genotoxicidad
en el espermatozoide como lo podria hacer en las células sanguineas.
Probablemente se debe a que las células de Sertoli proporcionan una barrera
hematotesticular, que podria estar impidiendo el contacto directo de EaEg con el

espermatozoide.

Ademas, cuando administramos 125 mg/kg de capsaicina por via subcutanea,

después de la administracion de EaEg, tampoco observamos fragmentacion de
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ADN. Nuestros resultados coinciden con los resultados reportados por
Narasimhamurthy, (1988), quien administré a ratones albinos adultos, dosis de
capsaicina de 0.4, 0.8, y 1.6 mg/kg por via intraperitoneal durante cinco dias, sin
encontrar signos de toxicidad en las células testiculares. Sin embargo nuestros
resultados difieren con lo reportado por Mizrak et al., (2008), en donde la
administracion de capsaicina en dosis de 150 uM y 250 uM, generaron apoptosis y
signos de fragmentacion de ADN en células madre de Sps cultivadas In vitro.
Estos resultados podrian sugerir que, los efectos ocasionados por la capsaicina en
la fragmentacion de ADN de las células esperméticas, dependen del modelo
experimental, haciendo hincapié en la importancia de la barrera hematotesticular

en los modelos In vivo.

El mecanismo por el cual se generan las alteraciones de la cromatina del
espermatozoide no se conoce con precision, pero se han propuesto al menos 3
teorias que podrian explicar el origen del dafio; 1) durante el empaquetamiento de
la cromatina espermatica, 2) apoptosis y 3) estrés oxidativo (Agarwal y Said,
2003). En este trabajo los espermatozoides obtenidos para la prueba de
fragmentacién, corresponden a espermatozoides que iniciaron o se encontraban
en formacion, en el momento que se administraron los tratamientos con extracto y
capsaicina. Es probable que en ese momento los efectos provocados por el
extracto o la capsaicina aun no se hicieran presentes, ya que la duracion de la
espermatogénesis en el raton es de aproximadamente 34.5 dias (Oakberg, 1956).
Por lo que para poder evaluar este parametro, sugerimos realizar las pruebas de
fragmentacion espermatica en un tiempo mas prolongado, después de la ultima

administracion de los tratamientos.

Para poder evidenciar el papel que desempefia la inervacion sensorial, sobre los
posibles efectos de proliferacion celular causados por EaEg, realizamos analisis
en la histologia testicular. Ha sido interesante observar que la administracién por
via intraescrotal de EaEg en nuestro modelo de raton CD1, provoco alteraciones
en la organizacion de las células, tanto del compartimento intersticial como del

epitelio germinal, por primera vez se estdn reportando estos resultados.
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Principalmente observamos una mayor cantidad de células, tanto en el
compartimento intersticial como en el compartimento tubular. Ademas,
observamos la formacion de conglomerados celulares en el lumen del tdbulo
seminifero, del grupo que se indujo a proliferacion celular mediante la

administracion de EaEg.

Estas observaciones se complementan con los resultados obtenidos en las
mediciones del area de los tubulos seminiferos. Tanto en el grupo control
administrado con solucién salina, como en el grupo que se indujo a proliferacion
celular con EaEg, y el grupo que se indujo a proliferacién celular con EaEg y
posteriormente fue denervado con capsaicina, se observdé un aumento en el area
de los tdbulos seminiferos, y un aumento en el area del epitelio germinal,
comparado con el control intacto. Sin embargo, cuando revisamos el porcentaje
gue ocupaba el area del epitelio germinal, en comparacion con el area total de los
tubulos seminiferos, los resultados mostraron que en el grupo que fue inducido a
proliferacion celular mediante la administracion de EaEg, el area del epitelio
germinal ocupo el 94.34 % del area total del tubulo, este porcentaje fue mayor en
comparacion con los demas grupos, corroborando la observacion de mayor
presencia de células dentro del tibulo seminifero, en el grupo que fue inducido a

proliferacion celular mediante la administracion de EaEg.

Alun mas interesante, fueron los resultados del grupo que fue inducido a
proliferacion celular mediante la administracion de EaEg y posteriormente
denervado con capsaicina (IPC+Caps). En este grupo el area del epitelio germinal
ocupb el 86.64% del area total del tubulo seminifero, este porcentaje fue menor de
manera estadisticamente significativa en comparacion con el grupo que se indujo
a proliferacion celular (IPC) y en comparacion con ambos controles. Ademas, los
conglomerados observados en el grupo que solo se indujo a proliferacion celular,
no se observaron en el grupo que se indujo a proliferacién celular y posteriormente
fue denervado con capsaicina. Lo que nos indica un posible efecto de estimulacion
de la proliferacion celular causado por EaEg, y un efecto inhibitorio sobre la

proliferacion celular provocado por la administracion de EaEg, al bloquear la
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funcion de las fibras sensoriales mediante la administracién de capsaicina. Estos
resultados apoyan la hipétesis propuesta en este trabajo, en donde mencionamos
gue el bloqueo de la inervacion sensorial provocaria la inhibicion de la proliferacion

anormal de células testiculares.

No obstante los resultados del analisis de intensidad de fluorescencia, del
marcador para proliferacion celular (Ki-67) y el neurotransmisor CGR, nos
arrojaron datos contradictorios a nuestra hipétesis. En primera instancia cuando
se administr6 EaEg, la intensidad de fluorescencia de Ki-67 observada en el
compartimento intersticial y en el epitelio germinal aumentd en comparacion con el
grupo control, indicando que el EaEg, puede estimular mecanismos de
proliferacion en las células testiculares. Sin embargo cuando se indujo la
proliferacion celular mediante la administracion de EaEg y posteriormente se
denervé mediante la administracién de capsaicina, la intensidad de fluorescencia
de Ki-67 aumenté aun mas en el epitelio germinal, en comparacion con la
intensidad de fluorescencia del epitelio germinal del grupo control y el grupo que
se indujo a proliferacion celular, este aumento estuvo relacionado con una
disminucién de la intensidad de fluorescencia de CGRP, indicando que la falta de
inervacion sensorial, podria potencializar los efectos provocados por la

administracion de EaEg, en la proliferacion de las células del epitelio germinal.

Es interesante mencionar que a pesar de que la intensidad de fluorescencia de
CGRP disminuy6 en el compartimento intersticial después de la administracion de
capsaicina, los niveles de intensidad de fluorescencia de Ki-67 en el
compartimento intersticial se mantuvieron igual que el grupo que se indujo a
proliferacion celular, indicando que en las células del compartimento intersticial, la

regulacion de la proliferacion celular no depende de la inervacion sensorial.

Los estudios realizados sobre los efectos de los componentes de las plantas en
enfermedades como el cancer, estan enfocados en los efectos anticancerigenos
de sus componentes activos (Wang et al., 2012). Aun asi se han reportado los

efectos de algunas plantas sobre la estimulacion de la proliferacién celular. Los
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productos comerciales disponibles que contienen soja, trébol rojo y combinaciones
herbales, indujeron un aumento en las tasas de proliferacion de células de cancer
de mama sensibles a estrogenos (MCF-7) (Bodinet y Freudenstein, 2004). Los
extractos de fruta de Psoralea corylifolia, mostraron actividad estimuladora de la
proliferacion de células osteoblasticas en la linea de células UMR106, los efectos
se atribuyen al contenido de cumarinas y flavonoides, como componentes

principales de la fruta (Wang, et al., 2001).

Aun se desconoce cudl es el componente activo de EaEg, que podria generar la
estimulacién de la proliferacion de las células testiculares. Sin embargo se ha
reportado la presencia de cristales de calcio bis- hexahidratado altamente soluble,
en el contenido de las hojas de Echeveria gibbiflora (Reyes et al., 2005). Es
posible que la actividad estimuladora de Echeveria gibbiflora sobre la proliferacion
de células testiculares, se relacione con el contenido de calcio presente en sus
hojas. En soporte a esta idea, se ha sugerido que el calcio esta involucrado en la
regulacion de la proliferacion celular, debido a las fluctuaciones en la
concentracion citosélica de calcio, que se observan a lo largo del ciclo celular. Se
ha demostrado que los fibrablastos no transformados, detienen la division celular
cuando se cultivan en medios con bajo contenido de calcio (Humeau et al., 2018).
Por otra parte, se ha demostrado que un aumento controlado de calcio, induce la
supervivencia independiente de hormonas y la proliferacién de células de leucemia

mieloeritroide, mediado por la via de sefializacion MAPK/ERK (Apati et al., 2003).

Tanto la FSH como la LH, pueden elevar los niveles de calcio en las células de
Sertoli en ratas jovenes. Ademas, ambas hormonas pueden activar la via de
sefalizacion de las MAPK, que podria estar involucrada en el aumento del numero
de células de Sertoli en roedores prepuberes (Smith y Walker, 2015). Por otra
parte se ha demostrado que la via Wnt/ B-catenina esta involucrada en la
proliferacion de las Sps de ratones (Golestaneh et al., 2009). Si bien la
sefalizacion de Wnt es una via compleja, en la que la B-catenina tipicamente
funciona como un mediador central, se han propuesto al menos otras tres vias

mediadas por Wnt, que funcionan independientemente de B-catenina, una de
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estas vias implica la activacion de la quinasa Il dependiente de calcio/calmodulina
y proteina quinasa C (Kohn y Moon, 2005).

De igual forma no esta bien establecido, cuales son los mecanismos que activa la
inervacion sensorial para regular la proliferacion de las células testiculares. Sin
embargo, se ha reportado que CGRP puede estimular la proliferacion en las
células epiteliales endoteliales y células epiteliales alveolares humanas
(Haegerstrand et al., 1990; Kawanami et al.,, 2009). Ademas, cuando se genera
una denervacion sensorial, que provoca la disminucion de CGRP, se retrasa la
formacion de neoplasias pancreaticas intraepiteliales y suprime la tumorigénesis
en ratones con carcinoma basocelular (Peterson et al., 2015; Saloman et al.,
2016).

Por otra parte en el trabajo realizado por Erin et al. (2004), la denervacion
sensorial mediante la administracion de capsaicina, en un modelo de cancer de
mama, agiliza los procesos de metastasis, hacia el pulmén y el corazén. En
nuestro trabajo, los niveles bajos de CGRP provocados por la denervacion
sensorial mediante la administracion de capsaicina, se relacionaron con un
aumento en la proliferacion de las células del epitelio germinal. Complementando
estos resultados, es importante mencionar que en los andlisis histologicos del
grupo que se indujo a proliferaciéon celular, mediante la administracion de EaEg y
posteriormente fue denervado con capsaicina, se observdé una pérdida de la
integridad de la lamina basal. Ademas, parecia que las células del epitelio

germinal estaban migrando hacia el compartimento intersticial.

Tomando en cuenta lo anterior, nos dimos a la tarea de contar la cantidad de
tubulos seminiferos que presentaban las caracteristicas de pérdida de la lamina
basal y aparente migracion celular hacia el compartimento intersticial. Los
resultados obtenidos mostraron que, en el grupo que se indujo a proliferacion
celular mediante la administracion de EaEg, el 33% de los tubulos seminiferos
contados, presentd la caracteristica de perdida de integridad de la lamina basal y
de aparente migracion celular hacia el espacio intersticial o hacia los tubulos
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seminiferos vecinos. Por otra parte, en el grupo que se indujo a proliferacién
celular con EaEg y posteriormente fue denervado con capsaicina, el porcentaje de
los tubulos seminiferos que presentaron estas caracteristicas fue de 53%. En
contraste, en los grupos control no se observaron alteraciones en la lamina basal,
ni la aparente migracion celular hacia el compartimento intersticial. No obstante,
las evidencias obtenidas en este trabajo aun no son lo suficientemente fuertes,
para apoyar la idea de que lo observado en los cortes histologicos de testiculo, de
los animales que fueron inducidos a proliferaciéon celular y posteriormente
denervados con capsaicina, se trate de una invasion celular o una metastasis
como sucedi6 en el modelo de cancer de mama, después de generar una
denervacion sensorial mediante la administracion de capsaicina (Erin et al., 2004).
Se requieren mas estudios, para poder esclarecer los posibles mecanismos
regulatorios de la inervacién sensorial, en la migracion y la metastasis de las

células testiculares.
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10. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El extracto acuoso de Echeveria gibbiflora disminuye el porcentaje de

motilidad, vitalidad y la concentracion espermatica en ratones CD1.

La falta de inervacién sensorial, restaura los efectos provocados por el
extracto acuoso de Echeveria gibbiflora en la motilidad y vitalidad pero no

en la concentracion espermatica de ratones CD1.

El extracto acuoso de Echeveria gibbiflora y la capsaicina no inducen

fragmentacién en el ADN del espermatozoide de ratén CD1.

En ratones CD1, la inervacion sensorial mantiene la morfometria normal de

los tubulos seminiferos.

El extracto acuoso de Echeveria gibbiflora estimula procesos de

proliferacion en células testiculares.

La inervacion sensorial retarda los mecanismos de proliferacién celular en
las células testiculares, inducidos por el extracto acuoso de Echeveria

gibbiflora en ratones CD1.
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