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RESUMEN:

El estrés es la respuesta del organismo a una variedad de estimulos
adversos, extrinsecos e intrinsecos. Estos pueden provocar la supresion de la
funcidn del eje reproductivo, posiblemente a través de la activacion del eje
adrenal. El estrés cronico (EC) por inmersién en agua fria provoca alteraciones
en el epitelio seminifero en los testiculos de ratas machos sexualmente
expertos. Estas alteraciones parecen tener relacion con la disminucién de
testosterona inducido por efecto del estrés. El objetivo de este trabajo fue
evaluar si el EC afecta el epitelio seminifero en ratas macho sexualmente
inexpertas, sometidas a cOpula después de ser expuestas a estrés crénico por

inmersion en agua fria.

Se utilizaron 24 ratas macho, sexualmente inexpertos, de la cepa Wistar
con peso de 250 a 300 g. Que fueron asignados a uno de los 4 grupos
siguientes: a) control sin copula (n = 6); b) control con cépula (n = 6); c) estrés
sin cépula (n=6) y d) estrés con copula (n = 6). Los grupos control fueron
mantenidos en sus cajas sin manipulacioén. Los animales fueron estresados por
inmersién en agua fria durante 50 dias consecutivos. Los machos de los
grupos con exposicion a coOpula se aparearon con hembras sexualmente
receptivas los dias 1, 10, 20, 30, 40 y 50 de estrés. Al final de los 50 dias de
estrés se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca para la evaluaciéon
de la testosterona y se extrajeron los testiculos, éstos se perfundieron y se
procesaron para su analisis histolégico. Se obtuvieron cortes de testiculo de 1
pum de grosor que fueron tefidos con azul de toluidina al 0.5% para su posterior

evaluacion. El andlisis histoldégico consisti6 en evaluar el desarrollo y la
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diferenciacion de las células germinales mediante el indice de Johnsen, asi

como el grado de dafo testicular mediante el indice histopatolégico.

Los resultados mostraron que los machos sometidos a estrés cronico
presentaron un alto indice de dafio testicular. Los datos mostraron que los
machos del grupo de estrés que copularon se presentaron alteraciones como:
plegamiento de la lamina basal, descamacion de células del epitelio seminifero
y desorganizacion celular. En el grupo de estrés sin cOpula, se encontraron
alteraciones como: degeneracion celular, vacuolizacion epitelial, descamacion
celular, asi como tdbulos que mostraban la formacion de células con picnosis,
la cual se sabe es una caracteristica de células en proceso de muerte celular.
Por otra parte, el desarrollo y la diferenciacion celular fue menor en los machos
estresados, siendo el grupo sin acceso a copula el que presentd el menor
grado de maduracion celular. El analisis histopatologico evidencio que estos
machos tuvieron el mayor grado de dafio testicular. La concentracion sérica de
testosterona fue significativamente menor en este grupo de machos estresados
y sin acceso a copula (0.5-0.7 ng/ml), en comparacion con los machos control
(5.0-7.0 ng/ml) y con los machos estresados que si copularon (1.5-3.4 ng/ml).
Estos resultados muestran que el estrés cronico causa alteraciones
importantes en la maduracion de las células germinales, asi como dafio
testicular. La actividad sexual parece atenuar los efectos del estrés en la
disminucidn de testosterona, asi como alteraciones en las células del epitelio

seminifero.
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1.1. FISIOLOGIA DEL ESTRES

La existencia de la vida se mantiene gracias a un equilibrio dinamico del
medio interno denominado homeostasis, la cual es constantemente alterada
por el estrés. El estrés es la respuesta del organismo frente a una situacioén de
amenaza; conocida como estresor, el cual puede alterar la homeostasis del
cuerpo. Los estresores pueden ser definidos como estimulos adversos
extrinsecos o intrinsecos que interrumpen o perturban la homeostasis del
cuerpo (Johnson, et al., 1992).

El término estrés ha sido utilizado para incluir una gran variedad de
respuestas que son provocadas por los estresores. Los organismos responden
a estos estimulos mediante procesos fisioldgicos y conductuales tendientes a
neutralizar el efecto de los estresores y de restablecer el equilibrio
homeostéatico del organismo. Este proceso se conoce como respuesta
adaptativa del estrés, la cual involucra una redireccion de la conducta y la
energia. (Selye, 1946).

La respuesta adaptativa del estrés depende de la calidad del estimulo,
qgue puede ser fisico o emocional; de la intensidad y la duracién: agudo o
cronico, asi como de la constitucion y estado del organismo (De Wied, 1980).
Los estimulos fisicos incluyen el desequilibrio del medio ambiente interno del
organismo (anoxia o hipoglucemia); pero también pueden ser condiciones
extremas, como el frio o el calor; pero ademas existen estresores mixtos como
son los estimulos nocivos, el ejercicio extenuante y las enfermedades. Los
estresores psicoldgicos son estimulos que afectan las emociones, provocando:
miedo, ansiedad o frustracibn y son los activadores mas potentes del eje

hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) (Levine et al., 1972).



En 1936 Hans Selye, cientifico pionero en el estudio del efecto del estrés
en los organismos, propuso el “Sindrome General de Adaptacion”, el cual
involucra al Sistema Nervioso Simpéatico (SNS) y al eje HHA, estos sistemas
son importantes reguladores de las funciones homeostaticas de los animales
(Tsigos y Chrousos, 2002). Selye definid cuatro etapas en la respuesta del
estrés: la primera etapa es una reaccion de alarma, caracterizada por una
descarga simpatico-adrenomedular (SAM) inmediata. La segunda es un estado
de resistencia, el cual se caracteriza por la activacion del eje HHA. En la
tercera etapa se presenta hipertrofia adrenal, ulceraciones gastrointestinales y
disminucioén de las funciones linfoides y timicas. Si el organismo no se adapta,
sobreviene una cuarta etapa de agotamiento, enfermedad e incluso la muerte

(Johnson, et al., 1992).

1. 1.2 ESTRES CRONICO

El estrés en funcién de su intensidad y duracion puede ser clasificado
en: agudo y cronico. El estrés se considera agudo cuando el tiempo de
exposicién a un estimulo estresante es de unos cuantos minutos a unas horas;
mientras que el estrés cronico implica la exposicién prolongada al mismo, en un
tiempo mayor de seis horas y se extiende hasta varios dias (Justel, et al., 2009;
Retana-Marquez, et al., 1998). La exposicidén a este tipo de estrés puede tener
consecuencias fisioldgicas y conductuales que pueden afectar el bienestar del
individuo, incluyendo el envejecimiento acelerado, la inmunosupresion y retardo
en el crecimiento (Johnson, et al., 1992).

En la actualidad existen modelos experimentales que han sido utilizados
para estudiar el efecto del estrés crénico en los organismos, como son: la

inmovilizacién (Collu, et al., 1984), el ejercicio prolongado (Watanabe, et al.,
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1991), la iluminaciéon constante, el nado forzado (en agua fria o caliente), el
ruido, la falta de alimento, el hacinamiento y el estrés social (Monder, et al.,
1994) aplicados en ratas. Este tipo de estresores provocan la disminucion en el
contenido hipotalamico de la hormona liberadora de corticotropinas (CRH), el
aumento en las concentraciones plasmaticas de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y de los glucocorticoides.

Se ha visto que durante el tiempo de exposicidon al estrés, hay aumento
en la atencion y el cerebro se enfoca en la amenaza percibida. En ese
momento la frecuencia cardiaca y la respiracion estan aceleradas, el
catabolismo se encuentra incrementado y el flujo sanguineo se redirige a
proporcionar la mas alta perfusion hacia el cerebro, corazén y musculos
(Chrousos, 1992). Esta respuesta es normalmente transitoria y tiene por objeto
mantener la supervivencia de los individuos. Pero cuando esta respuesta es
estimulada de manera cronica, pueden presentarse consecuencias
potencialmente perjudiciales para los individuos y se afectan funciones
fisiol6gicas esenciales, como el metabolismo, el crecimiento, la funcion inmune,
la personalidad, asi como la conducta y la funcién reproductiva (Kyrou y
Tsigos, 2009).

La manera en que el estrés crénico puede inhibir las funciones
reproductivas masculinas en los mamiferos, incluyendo a los humanos, es por
la depresién del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) (Almeida, et al., 2000).
Esta inhibicion se debe a que existen complejas interacciones entre el cerebro,
la hipofisis y los 6rganos blanco que regulan el sistema reproductor, tanto en
hembras como en machos, ambos son sensibles a los desajustes provocados

por agentes o estimulos nocivos que activan el eje HHA (Armstrong, 1986).



1.1.3 EL SISTEMA DEL ESTRES

El sistema del estrés esta constituido por estructuras neuroendocrinas y
periféricas que tienen como objetivo producir cambios fisioldgicos, bioquimicos
y conductuales encargados de mantener el equilibrio homeostatico del
organismo (Chrousos, et al., 1988). Estas estructuras forman parte del eje HHA
y del SNS, los cuales se encargan de regular la respuesta del estrés. La
regulacion central de esta respuesta involucra principalmente a componentes
del sistema limbico, hipotalamo y del tallo cerebral. De entre estos
componentes destaca la funcion del hipotdlamo, esta estructura del Sistema
Nervioso Central (SNC) es la encargada de integrar toda la informacion
concerniente al estimulo estresante, es capaz de modular una enorme variedad
de procesos fisioldégicos y metabdlicos via la activacion de dos sistemas: el
SNS vy el eje HHA (Justel, et al.,, 2009). En la figura 1 se muestran los
componentes del SNS y del eje HHA que inician y mantienen la respuesta
adaptativa de estrés, estos se encuentran localizados en el hipotdlamo y el tallo
cerebral e incluyen a las neuronas parvocelulares que secretan CRH, a las
neuronas arginina-vasopresina (AV) del nucleo paraventricular (PVN) del
hipotalamo, asi como al sistema locus coeruleus (LC)-norepinefrina (NE) del
SNS (Chrousos, 1992).

El SNS constituye un componente efector importante del sistema del
estrés este proporciona un mecanismo que permite una rapida regulacién de
las funciones vitales del organismo, tales como la funcion cardiovascular,
respiratoria, gastrointestinal, renal y endocrina (Kvetnansky, et al., 2009; Gilbey
y Spyer, 1993). Ademas ofrece una contribucién humoral durante la respuesta

del estrés, proporcionando la mayor parte de la epinefrina (E) y NE de la



circulacion desde la médula adrenal (Kyrou y Tsigos, 2009). Al producirse una
situacion de estrés el sistema LC-NE del SNS se activa y las glandulas
adrenales secretan NE y E (figura 1) (Justel, et al., 2009). La activacion crénica
de este sistema, estimula la liberacién de NE por todo el cerebro a través de
una extensa red de neuronas que da por resultado un aumento en la
excitacion, la vigilancia y la ansiedad (Johnson, et al., 1992). Ademas ambas
catecolaminas estimulan la secrecién de la CRH del hipotalamo.

El eje HHA forma parte del sistema neuroendocrino que controla las
reacciones del estrés y regula varios procesos del organismo tales como; la
digestién, el sistema inmune, las emociones, la conducta sexual y el
metabolismo energético. Tiene un papel importante en la capacidad que
poseen los organismos para hacer frente a una situacion de amenaza. De
manera que, cuando los organismos estan expuestos a una situacién de estrés
se activan rapidamente las neuronas parvocelulares del PVN del hipotalamo,
estas neuronas se encuentran en el apice del eje HHA, e incrementan su
actividad, lo que provoca un aumento en la produccién y secrecion de CRH y
de péptidos derivados de la pro-opiomelanocortina (POMC), que son liberados
hacia la circulacion del sistema portal hipofisiario (Wamsteeker y Bains, 2010).
En la hipdfisis, los corticotropos responden liberando ACTH, esta hormona es
liberada desde el I6bulo anterior de la hipofisis hacia la circulacion sistémica y
es transportada hasta la glandula adrenal (figura 1), donde estimula la sintesis
y liberacién de glucocorticoides desde la corteza adrenal (Tsigos y Chrousos,
2002).

Los glucocorticoides son los efectores finales del eje HHA y participan

en el control de la homeostasis del organismo y en la respuesta del estrés (de



Kloet, 1991). Estos tienen efectos a largo plazo en las conductas adaptativas
del organismo, incluyendo la funcion cardiovascular, muscular, en el
metabolismo, el sistema inmune, la funcién reproductiva y el comportamiento

(Johnson. et al., 1992).

R '
\l Il
\._\ "
o . W
.. . )
Hipofisis ¥ E/NE
.o ;’ M
\_\ j_
L

ACTH \

Glandula suprarrenal

Esquema adaptado de Johnson, et al., 1992
Figura 1. El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) y el sistema nervioso simpatico
(SNS) son los reguladores bioldgicos de la respuesta del estrés. Estos sistemas
actian a través de los glucocorticoides, secretados por la corteza adrenal y por las
catecolaminas: epinefrina y norepinefrina (E, NE). Los glucocorticoides inhiben ambos
sistemas durante la respuesta del estrés, a fin de prevenir una activacion excesiva o
prolongada. La regulacion central de esta respuesta involucra a componentes del
sistema limbico, hipotalamo y tronco cerebral. (Las lineas sélidas representan eventos
estimulantes, las lineas punteadas representan eventos inhibitorios de los

glucocorticoides).



Ademas, los glucocorticoides junto con la E y NE, inhiben la captacion
de glucosa, el almacenamiento de los acidos grasos, la sintesis de proteinas y
estimulan la liberacibn de sustratos energéticos, incluyendo glucosa,
aminodcidos y acidos grasos libres en el musculo, el tejido graso y en el higado
(Munck, et al., 1984). Los cambios producidos en la disponibilidad de energia
pueden afectar la funcion cardiovascular y pulmonar, lo cual provoca
alteraciones en la frecuencia cardiaca, en la presién sanguinea y en la
respiracion (Yates, et al., 1980).

De manera simultanea, los procesos anabodlicos son suprimidos, tales
como la digestion, el crecimiento y la funcidén reproductiva. La activacion
cronica de los procesos catabodlicos durante la respuesta del estrés pueden
llegar a ser patologicos y destructivos, estos pueden provocar alteraciones
metabodlicas (miopatia, fatiga y cambios en la glucosa) y cardiovasculares
(hipertensién), que comprometen el crecimiento y la funcién reproductiva
(causando impotencia o amenorrea), ademas de suprimir la funcion inmune
(aumentando la susceptibilidad para contraer enfermedades), todas estas
alteraciones pueden ocurrir cuando el estado de estrés es indebidamente
prolongado (Krieger, 1982).

Por otro lado, los glucocorticoides tienen un papel importante en la
regulacion de la actividad basal del eje HHA, ya que estos ejercen
retroalimentacion negativa en el eje hipotalamo-hipdfisis (figura 1). Los
glucocorticoides de la circulacion inhiben directamente la secrecion de ACTH
en la hipofisis y ademas suprimen la secrecibn de CRH en el hipotalamo
(Keller-Wood y Dallman, 1984). Este mecanismo permite al organismo

mantener concentraciones plasmaticas de glucocorticoides estables, ademas



de proporcionar un mecanismo de emergencia por el cual el SNC puede

responder rapidamente ante una situacion de estrés (Johnson, et al., 1992).

1.2 EL ESTRES Y LA FUNCION REPRODUCTIVA MASCULINA

En 1946 Hans Selye, sugirid que la exposicidén cronica a los estresores
aumenta la actividad del eje HHA y al mismo tiempo inhibe la actividad del eje
HHG. A partir de entonces el estudio de la respuesta de estrés se ha enfocado
en el papel que los glucocorticoides ejercen en la funcidon reproductiva
(Retana—Méarquez, et al., 1998). La figura 2 ilustra el proceso por el que el
estrés puede modificar la secrecion de varios componentes del eje HHA tales
como la CRH, la ACTH, las B-endorfinas y los glucocorticoides, los cuales a su
vez pueden actuar a diferentes niveles del eje HHG suprimiendo asi su
actividad (Johnson, et al., 1992).

El  mecanismo por el que el estrés puede inhibir al eje HHG,
posiblemente involucre los siguientes niveles: inhibicion de la liberacién de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), por efecto directo de la
CRH del hipotdlamo o indirectamente por la via de los péptidos opioides
enddgenos (B-endorfinas especificamente); disminucion de la sensibilidad de la
hipdfisis hacia la GnRH causada por los glucocorticoides, provocando una
disminucién en la secrecién de la hormona luteinizante (LH); a nivel gonadal
inhiben directamente la funcion de las células de Leydig, disminuyendo su
respuesta a la LH, a través de la reduccion en los receptores testiculares de la
LH (LH-R) (Bambino y Hsueh, 1981).

Ademas, los glucocorticoides pueden alterar la produccion de esteroides
sexuales en las gbnadas y causar resistencia a las hormonas esteroides

sexuales en sus 6rganos blanco (Johnson, et al., 1992). De esta manera, el
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estrés cronico puede llegar a provocar un efecto general inhibitorio sobre la
funcién hipdfisis-gonada, debido a la disminucion en los niveles plasmaticos de

LH y de testosterona (Tsigos y Chrousos, 2002).

CRH ------ B-end = GnRH
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2 R
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Tejido /
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Esquema adaptado de Johnson, et al., 1992
Figura 2. El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) y el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonada (HHG) estan relacionados entre si. Durante el tiempo de exposicion al estrés,
la actividad de las neuronas que se encargan de secretar a la hormona liberadoras de
las gonadotropinas (GnRH) es directamente inhibida por la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) o indirectamente por las B-endorfinas del hipotdlamo. Los
glucocorticoides inhiben la actividad del eje HHG en todos sus niveles, incluyendo el
hipotalamo, la hipofisis, las gbnadas y los tejidos que son blanco de los esteroides
sexuales. (Las lineas solidas representan efectos estimulantes, las lineas punteadas

representan efectos inhibitorios de los glucocorticoides).



Actualmente se sugiere que la actividad reproductiva masculina es una
de las principales funciones que llegan a ser alteradas e inactivadas durante la
respuesta del estrés (Johnson, et al., 1992). En la actualidad, poco es lo que
se sabe acerca de los efectos nocivos del estrés en la ejecucion de la conducta
sexual asi como en el funcionamiento y en la estructura de las gonadas
masculinas, particularmente en el desarrollo de la espermatogénesis (Almeida,
et al., 2000). Por ello es importante hacer mencion de las funciones que se
llevan a cabo en los testiculos, como son la espermatogénesis y la

esteroidogénesis, las cuales ocurren en distintos compartimentos del érgano.

1.2.1 ESPERMATOGENESIS

El éxito de la fertilidad masculina, requiere de la produccion de un gran
namero de espermatozoides maduros a través de un complejo proceso
conocido como espermatogénesis (de Kretser, et al., 1998). Este proceso
ocurre en los tubulos seminiferos como consecuencia del estimulo producido
por las hormonas gonadotrdpinas: hormona foliculo estimulante (FSH) y LH de
la hipdfisis anterior (Malaga et al., 2005). Ambas hormonas, favorecen la
maduracién gonadal y la esteroidogénesis en los mamiferos (Prieto-Gémez y
Velazquez-Paniagua, 2002).

La organizacion de los tipos celulares que comprenden el proceso de la
espermatogénesis dentro del epitelio seminifero involucra un proceso dinamico
en el cual existe una multitud de células diploides indiferenciadas (células
tronco espermatogoniales); éstas pasan por una secuencia de divisiones
mitGticas, meidticas y de diferenciacion hasta generar espermatozoides
maduros (De Martino et al., 1989). Como se muestra en la figura 3, la

organizaciéon de estos tipos celulares dentro del epitelio seminifero, no es
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aleatoria sino que estad altamente organizada. Hacia finales del siglo XIX, un
grupo de investigadores observaron que las células germinales en diferentes

fases de desarrollo, facilmente identificables, formaban asociaciones

celulares.
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Figura 3. Organizacion de los tipos celulares que comprenden el ciclo del epitelio
seminifero dentro del epitelio seminifero de la rata. Cada columna vertical (identificada
por un nimero romano, del | al XIV) corresponde a un estado del ciclo. La secuencia
completa constituye un ciclo del epitelio seminifero. Nomenclatura: A, In, B:
espermatogonias tipo A, intermedias y B, respectivamente; Pl. L. Z, P, Di
espermatocitos primarios en preleptoteno, leptoteno, zigoteno, paquiteno y diacinesis,
respectivamente; Il espermatocitos secundarios; 1-19, etapas de la espermiogénesis
(Esquema tomado de Dym y Clermont, 1970).

Posteriormente, estas investigaciones se ampliaron por el estudio
detallado de Le Blond y Clermont en 1952, quienes definieron el ciclo del

epitelio seminifero como la serie de cambios que ocurren con el tiempo en
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cualquier sitio dado del tubulo. En estos estudios, utilizaron la tincion de PAS
(acido per-yadico, de Schiff) para tefir el acrosoma de las esperméatidas y con
base a su estructura y morfologia nuclear, establecieron que la
espermatogénesis de la rata esta dividida en 14 estados o asociaciones
celulares (I al XIV) (figura 3). La secuencia completa de estas asociaciones
celulares constituyen un ciclo del epitelio seminifero (de Kretser y Kerr, 1994).
El ciclo comienza con la espermatogonia A, que constituye el punto de
partida de una serie espermatdgenica. Antes de que la serie haya completado
su evolucién se inician otras en el mismo lugar del tabulo. De esta manera,
cualquier seccion del tubulo seminifero muestra varias generaciones de células
germinales superpuestas, de forma que en un area dada del epitelio seminifero
hay una sucesion constante de asociaciones celulares que transcurre con
regularidad ciclica. La secuencia completa de estas asociaciones celulares
constituyen un ciclo del epitelio seminifero (de Kretser y Kerr, 1994). El ciclo
espermatégenico consta de varios ciclos del epitelio seminifero. En especies
como la rata, la espermatogénesis se lleva a cabo durante cuatro ciclos
completos del epitelio seminifero y tiene una duracion de 49 a 52 dias

(Clermont, 1972).

1.2.2 ORGANIZACION DE LA ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis completa comprende cuatro etapas basicas: la
espermatocitogénesis, la meiosis, la espermiogénesis y la espermiacion (figura
4).

1) La espermatocitogénesis comprende el desarrollo de las

espermatogonias (McLachlan, et al 2002); las cuales se encuentran situadas en
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una o dos capas a lo largo del borde externo del epitelio tubular. Durante el
desarrollo embrionario y la infancia, las espermatogonias primitivas, localizadas
junto a la membrana basal del epitelio seminifero son llamadas
espermatogonias tipo A, éstas se dividen por mitosis (figura 4) para producir
mas espermatogonias. En la rata, al iniciar la pubertad, aproximadamente la
mitad de las espermatogonias tipo A crecen y se diferencian en células mas
diferenciadas las espermatogonias tipo B (Malaga, et al., 2005), las cuales
después de varias divisiones meidticas se convierten en espermatocitos
primarios en preleptoteno (Rowley, et al., 1971; Ville, et al., 1992; Malaga, et
al., 2005). En los roedores se han descrito multiples espermatogonias tipo A,
tipo B e intermedias (figura 3).

2) Primera division meidtica (figura 4), esta fase involucra la sintesis del
acido desoxirribonucleico (DNA) en espermatocitos primarios en preleptoteno
(Parviven, et al., 1991), la sintesis de &acido ribonucleico (RNA) en
espermatocitos primarios en paquiteno (en los estados VIl y VIII del ciclo del
epitelio seminifero en la rata) y en la terminacion de la meiosis | (estado XIlI del
ciclo del epitelio seminifero en la rata) (figura 3), cada espermatocito en
paquiteno da origen a dos espermatocitos secundarios (estado XIV del ciclo del
epitelio seminifero de la rata) (figura 3 y 4) que emprenden la segunda division
meiodtica (figura 4). Estos tienen una vida relativamente corta y cuando ellos
completan la meiosis producen cuatro espermatidas haploides (figura 4).

3) Espermiogénesis, en esta etapa inicia la transformacion de las
espermatidas redondas a espermatozoides (figura 4). Los cambios citolégicos
involucrados en este proceso pueden ser agrupados en:

a) Condensacion de la cromatina, asociado con cambios quimicos en el
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DNA y con la aparicion de una clase especial de proteinas basicas llamadas
protaminas. Durante este proceso, existe una reduccion en el volumen nuclear
y cambios en la forma de la cabeza del espermatozoide, el cual es
caracteristico en cada especie; en la rata, se caracterizan por presentar una
cabeza en forma de gancho.

b) Formacion de un lisosoma modificado conocido como el acrosoma
que consiste en un delgado saco membranoso de doble capa ubicado sobre el
nucleo. Esta estructura en forma de casquete se origina del complejo de Golgi
y contiene acrosina, hialuronidasa y otras enzimas hidroliticas importantes para

la penetracion de la zona pellcida del ovocito, al momento de la fecundacién.
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Figura 4. Procesos que ocurren en las células germinales durante la

Divisiones mitoticas

espermatogénesis de la rata. (llustracion tomada de Chen y Mruk, 2010).
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c) Formacién del flagelo, se inicia con el desarrollo del flamento axial a
partir del centriolo que esta alineado en el eje del flagelo, conocido como
centriolo distal o longitudinal (de Kretser y Kerr, 1994). El filamento axial o
axonema, se compone de nueve pares de microtubulos dispuestos radialmente
alrededor de dos filamentos centrales. Este segmento esta rodeado por nueve
fibras gruesas o densas relacionadas con los nueve dobletes del axonema.

d) Enseguida se inicia el empaquetamiento de las mitocondrias que
formaran la pieza media del espermatozoide. De esta manera, el axonema y
las fibras densas asociadas con la pieza media, estan cubiertos de manera
periférica por numerosas mitocondrias. Esta vaina mitocondrial, se encuentra
dispuesta en un patron helicoidal alrededor de las fibras longitudinales del
flagelo y aporta la energia necesaria para la motilidad del espermatozoide.

e) Durante la formacion del flagelo, el axonema es modificado por el
desarrollo de nueve fibras electrodensas, conocidas como fibras densas
externas, en la region de la pieza media del espermatozoide y distalmente para
la formacion de la vaina fibrosa en la region de la pieza principal.

f) Tras la finalizacion de estos eventos, se forma la gota citoplasmica o
cuerpo residual que estad compuesto de restos citoplasmaticos. Este es liberado
hacia el lumen del tubulo y es fagocitado por las células de Sertoli (de Kretser y
Kerr, 1994; de Kretser, et al., 1998).

4) Espermiacion, Ultima etapa de la espermatdégenesis, los
espermatozoides completamente desarrollados son liberados hacia la luz
tubular (McLachlan, et al., 2002), para continuar con su proceso de maduracion

en el epididimo.
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Cada uno de los pasos anteriores representa un importante elemento
durante la produccion de espermatozoides. Cualquier cambio o alteracion en
este proceso puede provocar el fracaso total de la espermatogénesis,
conduciendo a la produccion de espermatozoides defectuosos y/o a una
reduccion o ausencia en la produccion de espermatozoides maduros afectando
asi la reproduccién masculina (de Kretser, et al., 1998).

Ademas de las células germinales, en el epitelio seminifero se
encuentran las células de Sertoli, estas células tienen diferentes funciones en
los tubulos seminiferos, proveen de nutrientes y factores regulatorios y de
crecimiento necesarios para el desarrollo de las células germinales (Rusell y
Griswold, 1993), fagocitan las células germinales en proceso de degeneracion
celular, asi como los cuerpos residuales, también se encuentran involucradas
en el proceso de espermiacion y en la produccion de proteinas que regulan y/o
que responden a la liberacion de FSH, como la inhibina. Ademas, tienen
influencia en la actividad mitotica de las espermatogonias (Jonhson, et al.,
1991, Russelly Griswold, 1993).

En el espacio intersticial del testiculo, entre los tdabulos seminiferos se
encuentran las células de Leydig, que son las principales productoras de
androgenos (de Kretser, et al., 1998). En los adultos sexualmente maduros, los
androgenos son esenciales para el desarrollo de la espermatogénesis, para la
competencia reproductiva, para la ejecucion de la conducta sexual asi como
para el mantenimiento de las caracteristicas sexuales masculinas (Swerdloff y

Wang, 1996; Wu, et al., 2007).
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1.2.3 REGULACION NEUROENDOCRINA DE LA FUNCION TESTICULAR

En los mamiferos la espermatogénesis requiere de la accién de un
ordenado complejo de péptidos y hormonas esteroides, cada uno de los cuales
desempefia un papel importante en el funcionamiento normal del epitelio
seminifero. Estos mensajeros hormonales son criticos no sélo para la
regulacion del desarrollo de células germinales masculinas, sino también para
la proliferacion y funcion de los tipos de células somaticas requeridas para el
apropiado desarrollo del testiculo (Sharpe, 1994; McLachlan et al., 2002).

La produccion de espermatozoides y la secrecién de testosterona,
dependen principalmente de la estimulacion de las gonadotropinas de la
hipdfisis; la FSH y LH, estas hormonas son secretadas en respuesta a la
secrecion de la GnRH del hipotalamo. Las gonadotropinas actian directamente
en los testiculos estimulando la funcién de las células de Leydig que mantienen
la secrecion de testosterona, asi como la produccién de factores necesarios
para el desarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis a través de las
células de Sertoli.

Las células de Leydig estan bajo el control de la gonadotropina LH, que
estimula a estas células para que secreten la testosterona necesaria para la
iniciaciébn y mantenimiento de la espermatogénesis (Schultz, et al.,, 1993;
McLachlan et al., 2002). Los LH-R, ademés de localizarse en las células de
Leydig, también estan presentes en las células germinales (Holdcraft y Braun,
2004), lo que implica un control directo de la LH en el proceso de
espermatogénesis.

Las células de Sertoli tienen un papel importante en la regulacién de la

espermatogénesis y su funcioén biologica es regulada por la FSH. Estas células
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forman parte del epitelio seminifero y, junto con la testosterona producida por
las células de Leydig, parecen tener una accion local de especial importancia
en la espermatogénesis. Las células de Sertoli tienen receptores para la FSH y
para la testosterona, los cuales son los principales reguladores hormonales de
la espermatogénesis. Si bien la FSH parece tener un papel importante en la
estimulacién de la sintesis de DNA, en la mitosis de las espermatogonias tipo B
y en la meiosis de los espermatocitos primarios en fase de preleptoteno,
también tiene un papel importante en la prevencion de apoptosis de
espermatocitos primarios en paquiteno y de espermatidas redondas
(Henriksen, et al., 1996; Shetty, et al., 1996).

Varios estudios han demostrado que la supresion del eje HHG puede
inducir una disminucion de gonadotropinas, lo cual provoca la muerte de
células germinales, particularmente en los estados VI y VII del ciclo del epitelio
seminifero, durante la espermatogénesis (Russell y Clermont, 1977), debido a
gue se incrementa la apoptosis (Sinha y Swerdloff, 1999, Kim et al., 2001).
Ademas, el aumento en la secrecion de cortisol inducido por el estrés
prolongado puede inhibir la secrecién de gonadotropinas, este efecto ha sido
observado en el mono Rhesus (Dubey y Plant, 1985).

Estudios con animales hipofisectomizados, muestran que la regulacién
neuroendocrina de la espermatogénesis depende principalmente de la
interaccion que existe entre la FSH y la testosterona (Steinberger, 1971;
McLachlan, et al., 2002). La FSH muestra un papel importante en el desarrollo
de los testiculos, esta hormona estimula la proliferacion de las células de
Sertoli y la progresiéon meidtica de las espermatogonias A y B (Billig, et al.,

1995; Franca, et al., 2000) en la rata.
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La testosterona por si misma puede mantener todo el desarrollo de la
espermatogénesis, pero requiere de la accién hormonal de la FSH para poder
normalizar varios aspectos cuantitativos de la espermatogénesis (Steinberger,
1971; Bartlett, et al.,, 1989; McLachlan, et al., 1996). Ademas estimula la
produccion de la proteina fijadora de andrégenos (ABP) por las células de
Sertoli, que depende principalmente de la FSH. La ABP tiene como funcién fijar
la testosterona en el testiculo y es la proteina especifica para el transporte
plasmatico de esta importante hormona masculina (Hansson et al., 1975).

A pesar de que la FSH y la testosterona representan las condiciones
hormonales para el desarrollo de la espermatogénesis, las células germinales
carecen de receptores para estas hormonas (de Kretser, et al., 1998). Se ha
descrito que los receptores de FSH se localizan principalmente en las células
de Sertoli. De manera que los efectos de la testosterona y la FSH en las células
germinales son regulados a través de las células de Sertoli, éstas ademas
expresan los genes involucrados en la regulacion de la espermatogénesis, los
cuales pueden ser también regulados por multiples factores locales que actlian
en conjunto con los andrégenos (Roberts y Zirkin, 1991). También existen
interacciones locales de regulacién entre las células intersticiales, las células
mioides y las células del tabulo seminifero, las cuales involucran a factores del
crecimiento y péptidos derivados de la POMC; que regulan el crecimiento y la
diferenciacion de la célula, necesarios para la iniciacion y mantenimiento de la

espermatogénesis (Skinner et al., 1991).
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1.2.4 BIOSINTESIS DE TESTOSTERONA

Las hormonas esteroides tienen un papel regulador importante en
diversos aspectos fisiolégicos de los mamiferos; incluyendo la respuesta al
estrés y en el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias. En las
hembras, tienen el control del ciclo menstrual, mientras que, en los machos
estimulan la espermatogénesis. En los mamiferos, existen dos sitios principales
de produccién de esteroides en las adrenales, que producen principalmente
aldosterona y corticosteroides (cortisol en humanos y corticosterona en ratas) y
en las gbnadas, que sintetizan hormonas sexuales esteroides; estradiol y
progesterona en hembras y andrégenos en machos, en mayor proporcion
(Eacker, et al., 2008).

Los andrégenos son producidos por las células de Leydig y son
responsables del desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales
masculinas del cuerpo, tales como los 6rganos sexuales internos y genitales
externos del sistema reproductor masculino, también son responsables de las
caracteristicas sexuales secundarias masculinas (Swerdloff y Wang, 1996; Wu,
et al ., 2007).

El andrégeno de mayor importancia biolégica sintetizado por los
testiculos es la testosterona; esta hormona es requerida por las células de
Sertoli para apoyar el proceso de espermatogénesis durante todas sus etapas
(Hardy, et al., 2002). La testosterona tiene sitios especificos de accion en la
iniciaciébn (Haywood, et al., 2003), mantenimiento (Sun, et al.,, 1989) y
restauracion (O"Donnell, et al., 1994) de todas las fases de la espermiogénesis.
Las células de Leydig, localizadas en el espacio intersticial de los tubulos

seminiferos, estan bajo el control de la liberacién pulséatil de la LH por la
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hipofisis. Esta hormona se une a su receptor LH-R localizado en la superficie
de las células de Leydig (Ascoli, et al.,, 2002). El LH-R est4 acoplado a
proteinas G y su activacion estimula a las células de Leydig a activar la
maquinaria enzimatica para iniciar la sintesis de testosterona a partir del
colesterol (Dufau, 1997).

La interaccion de la LH con su receptor en la membrana celular provoca
aumento del AMPc (adenosina 3’, 5 —monofosfato), el cual a su vez activa la
enzima colesterol éster hidrolasa requerida para la formaciéon de colesterol
libre. De manera adicional, ocurre una serie de eventos que estimula la
liberacion de colesterol celular hacia la membrana mitocondrial externa.

La acciéon del AMPc induce la liberacion de acido araquidénico a partir
de los fosfolipidos intracelulares y araquidonil-CoA por accién de la fosfolipasa
A, y una tioesterasa acyl-Coa conocida como ARTISt (acido araquiddnico
relacionado con la tioesterasa involucrada con la esteroidogénesis). La
liberacion del acido araquiddnico y la conversién de uno o mas metabolitos son
requeridos en la biosintesis de novo de esteroides.

La combinacién de la actividad de la proteina cinasa A (PKA) y los
metabolitos del acido araquidénico dan como resultado la sintesis de novo de
la proteina StAR (proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda), esta
proteina facilita el transporte del colesterol desde el espacio intracelular hacia
la mitocondria, el cual rapidamente interactla con la membrana mitocondrial
externa y la enzima P450scc (side-chain cleavage enzyme) donde es
convertido en pregnenolona, esta hormona a su vez es metabolizada a 17-
hidroxi-pregnenolona (17-OH-pregnenolona) y posteriormente es convertida a

dehidroepiandrosterona (DHEA) por accion de la enzima 17a-
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hidroxilasa/C17,Cy-liasa, subsecuentemente la DHEA es convertida a
androstenediona por la enzima 3f-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Por dltimo, la androstenediona es convertida en testosterona por la
enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, esta enzima es expresada
exclusivamente en las génadas (Miller, 1988; Andersson, et al., 1996). Esta via
se encuentra en la mayoria de los roedores, incluyendo a la rata y al ratén

(Slaunwhite y Samuels, 1956).

2.0 ANTECEDENTES
2.1 EFECTO DEL ESTRES EN EL EPITELIO SEMINIFERO

En las ultimas décadas se ha incrementado el estudio de los efectos del
estrés en la funcion reproductiva masculina. La mayor parte de la investigacion,
se ha enfocado en evaluar los mecanismos neuroquimicos y fisiol6gicos
involucrados en la respuesta del estrés; dichas investigaciones reconocen que
el estrés es capaz de inhibir la funcién gonadal en varias especies animales,
incluyendo a los humanos. En estos estudios se ha evaluado el efecto del
estrés en la funcién reproductiva y el posible papel de los glucocorticoides y de
los opioides endbégenos en la inhibicién del eje HHG. También se ha logrado
identificar a aquellas hormonas involucradas en la respuesta del estrés, que
han sido utilizadas como marcadores bioquimicos para identificar y
correlacionar al estrés cronico con diferentes pardmetros involucrados en la
fertilidad masculina. Sin embargo, el mecanismo preciso a través del cual el
estrés inhibe la funcién gonadal, no ha sido completamente entendido. Por esta
razon, se han utilizado modelos animales que han permitido evaluar los efectos

del estrés en diversos aspectos de la actividad reproductiva como son la
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conducta sexual, la espermatogénesis y la esteroidogénesis testicular. Para
ello, se han desarrollado diversos paradigmas experimentales que han
permitido evaluar estos efectos.

Esos paradigmas han consistido en la aplicacién de choques eléctricos
en las patas (Ishikawa, 1992; Retana-Marquez, et al., 2003), inmovilizacion en
primates (Gondos, 1970) y en ratas (Collu, en 1984; Retana-Marquez, et al.,
2003), asi como el nado forzado en agua caliente (Mingoti, et al., 2003) o la
inmersion en agua fria (Bidzinska, 1993; Retana-Marquez, et al.,, 2003).
La mayoria de estos trabajos reportan que el estrés es capaz de alterar
diversos aspectos de la fisiologia reproductiva y conductual en los mamiferos
machos.

La mayoria de estas investigaciones, establecen que los mamiferos
machos expuestos a alguna de estas situaciones de estrés, pueden presentar
disminucién en la secrecion de testosterona (Collu, et al., 1984), alteraciones
en la espermatogénesis (Almeida, et al., 2000) y disminucion de la libido
(Sapolsky, et al.,, 1986) e incluso involucion testicular y disminucion de la
fertilidad (Phillips et al, 1989). Esta reduccién en la fertilidad, probablemente se
deba a que el estrés tenga efectos indirectos en el epitelio seminifero (Guo-Xin,
et al., 2008), a través de la disminucion en la concentracion de testosterona, lo
que provoca pérdida de células germinales (Russell y Clermont, 1977)
alterando asi el desarrollo de la espermatogénesis.

El estrés por inmovilizacion en monos de la especie Macaca nemestrina
causa degeneracion progresiva de los espermatocitos primarios y de las
espermatidas, llegando a observarse tubulos seminiferos que solo contenian

espermatogonias y células de Sertoli (Gondos, et al.,, 1970). Otro estudio
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sugiere gue la disminucién en la secrecion de testosterona por efecto del estrés
cronico reduce la produccion de espermatogonias y espermatocitos, lo que
provoca reduccioén significativa en la poblacién de esperméatidas (O Donnell, et
al., 1996).

Resultados similares se han obtenido en ratas jovenes (40 dias de
edad), inmovilizadas en cilindros de plastico 6 horas diarias, durante 60 dias
consecutivos. El analisis histolégico del epitelio seminifero de estos roedores,
mostré una disminucién del 16% en la produccion de espermatidas maduras,
una disminucion del 32% en la concentracion espermatica en la cauda del
epididimo y una pequefia pero significante reduccién en las células de Sertoli,
todos estos cambios fueron asociados con una disminucién del 37% en la
secrecion de testosterona plasmatica. Es probable, que la disminucion en la
produccion de testosterona de las ratas estresadas pudiera ser la responsable
de los cambios producidos en la produccién de espermatidas (Almeida, et al.,
1998).

Ademas de los modelos experimentales anteriormente descritos, existen
otros que han evaluado la sensibilidad del epitelio seminifero a estimulos
ambientales como el calor, el frio o a la radiacién (Blanco-Rodriguez y
Martinez-Garcia, 1997), los cuales pueden provocar interrupcién de la
espermatogénesis afectando directamente la fertiidad masculina (Nelson,
1951). Se ha investigado de manera intensa el efecto del estrés por calor
(inducido por criptorquidia) en los testiculos de rata (Nelson, 1951; Chowdhury
y Steinberger, 1970; Yavetz et al.,, 1992), pero el efecto de las bajas
temperaturas en la funcion del testiculo ha sido poco estudiado.

En los mamiferos, la temperatura puede tener un papel importante en el
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control de las funciones endocrinas y principalmente en los procesos
reproductivos (Yazawa, et al., 2001). Se ha demostrado que la temperatura
puede afectar directamente a las células del epitelio seminifero, alterando el
desarrollo y mantenimiento de la espermatogénesis, provocando infertilidad en
los machos (Blanco-Rodriguez y Martinez-Garcia, 1997). Se ha reportado que
un aumento en la temperatura escrotal de 1.5 — 2 °C puede llegar a inhibir la
espermatogénesis (Mieusset, et al., 1933; Skandhan y Rajahariprasad, 2007).

El congelamiento directo de testiculos de ratas a 0 °C durante 1 hora,
provoca la pérdida masiva de células germinales. En este caso, los tubulos
seminiferos contenian en su interior solo células de Sertoli; ademas, todas las
espermatogonias tronco fueron completamente destruidas y por lo tanto la
espermatogénesis no se restablecié (Gronsky, 1930). Posteriormente, se
evaluo el efecto de 1 hora de congelamiento (de 2 °C a 4 °C) en los testiculos
de rata, este estimulo permiti6 que las espermatogonias lograran sobrevivir y
que la espermatogénesis pudiera ser restablecida 28 dias después del
congelamiento (McDonald y Harrison, 1954). De este modo, las bajas
temperaturas (hipotermia), asi como la exposicion al calor, pueden tener
efectos directos en las células germinales del epitelio seminifero (Yin, et al.,
1997; Zhang, et al., 2004).

Diferentes formas de estrés pueden producir cambios en la funcién
reproductiva masculina. En un estudio reciente en el que se sometieron ratas a
nado forzado, colocandolas en un tanque de agua a 32 °C, por periodos de 3
minutos, durante 15 dias consecutivos, se observo que la fertilidad masculina
no se afecta inmediatamente, pero si provoca disminucién significativa en la

produccion de espermatidas (Mingoti, et al., 2003). En relacién con los seres
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humanos, el nado actualmente es considerado como ejercicio, pero se ha visto
que este puede ocasionar reduccion de corta duracion en la concentracién
sérica de testosterona; la cual retorna a su concentracion normal poco tiempo
después de terminar el ejercicio sin afectar de manera importante la fertilidad
masculina (Cumming, et al., 1987).

Los efectos nocivos del estrés en animales y humanos van desde
reduccién del volumen seminal, disminucion de la motilidad y de la cuenta
espermatica, ademas de una disminucion en la cantidad de espermatozoides
normales (Steinberg, 1978; Cui, 1996). En los humanos, existen reportes de
que el estrés psicologico severo provocado por el fallecimiento de un familiar o
de la esposa reduce de manera constante la produccion de espermatozoides,
lo que ocasiona disminucion de la fertilidad (Fenster, et al., 1997). El estrés
psicologico es considerado como una de las principales causas de infertilidad

idiépatica en el hombre (Saki, et al., 2009).

2.2 EFECTO DEL ESTRES EN LA SECRECION DE TESTOSTERONA
Actualmente existen estudios realizados tanto in vitro como in vivo, que
muestran que los glucocorticoides pueden inhibir directamente la produccion de
testosterona del plasma al actuar en las células de Leydig (Hales y Payne,
1989). En estos estudios se ha propuesto que un posible mecanismo por el que
el estrés podria afectar la funcion reproductiva, involucra principalmente a la
CRH, la cual podria inhibir la secrecion de GnRH directa o indirectamente a
través de los péptidos opioides (Johnson, et al., 1992), suprimiendo la

secrecion de gonadotropinas de la hipofisis.
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Algunos de estos estudios realizados en ratas, ratones y en el ser
humano muestran que el estrés puede provocar modificaciones hormonales
durante la exposicidon aguda a estresores fisicos como el nado forzado en agua
fria (Bidzinska, et al., 1993; Retana-Marquez, et al., 2003), la inmovilizacién
(Collu, et al., 1984), la privaciéon de suefio (Andersen, et al., 2004), los choques
eléctricos en las patas (Ishikawa, et al., 1992; Retana-Marquez, et al., 2003) o
en situaciones que causan ansiedad en algunos machos de estas especies
(Schedlowski, et al., 1995), la exposicion prolongada a alguna de estas
situaciones puede aumentar significativamente la corticosterona plasmatica y
disminuir la concentracion de testosterona en el plasma (Sapolsky, 1985,
Retana-Marquez, et al., 1998, 2003) en los machos.

Esta disminucion en la secrecidén de testosterona plasmatica es una de
las primeras sefiales de que el estrés afecta la funcién reproductiva masculina
(Fenster, et al., 1997). Un mecanismo posible por el que el estrés puede inhibir
la funcion reproductiva, involucra directamente a los glucocorticoides
plasmaticos, ya que estos tienen un efecto indirecto en la esteroidogénesis,
debido a que pueden inhibir la liberacibn de LH en la hipdfisis (Briski y
Silvestre, 1994), afectando directamente la produccién de testosterona en las
células de Leydig (Evain, et al., 1976, Bambino y Hsueh, 1981, Li, 1991).

Recientemente se ha investigado el efecto del estrés crénico por
inmersion en agua fria durante 20 dias de exposicién en la conducta sexual de
la rata macho. Se demostrd6 que este estresor tiene un profundo efecto
inhibitorio tanto en la conducta sexual masculina como en la concentracion
plasmatica de testosterona, la cual disminuye significativamente (Retana-

Marquez, et al., 2003). Al mismo tiempo, el estrés por inmersion en agua fria
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ocasiond un aumento significativo en la concentracion plasmatica de
corticosterona, que es la hormona que libera la corteza suprarrenal durante el
estrés en los roedores. Estos resultados muestran que el estrés por inmersion
en agua fria es un potente activador del eje HHA e inhibidor del eje HHG,
debido a que causa una clara y significativa disminucion de la testosterona en
el plasma (Retana-Marquez, et al., 2003).

La inhibicién en la concentracidén de testosterona en la sangre por efecto
del estrés, en gran medida puede deberse a un efecto directo del receptor a
glucocorticoides que, ademas de su ubicacién citosélica, también se encuentra
en la membrana de las células de Leydig. Por otra parte, también se ha
reportado que el estrés crénico, provoca disminucion de la secrecion de
gonadotropinas de la hipofisis (Sapolsky, 1992). En la rata, la concentracion
plasmatica de LH se altera so6lo cuando el estrés se prolonga a 10 dias 0 mas
(Hardy, et al.,, 2002). Ademéas, se ha visto en estos roedores que la
concentracion plasmatica de estas hormonas se modifica de manera bifasica,
es decir, en el estrés agudo, la concentracién de LH y de testosterona se eleva
en la sangre, mientras que en el estrés crénico disminuye (Taylor, et al., 1987).

En un estudio reciente qued6 establecido que el aumento en la
concentracion de glucocorticoides inducido por el estrés, podria estar
involucrado en la iniciacién de apoptosis en las células de Leydig (Hardy, et al.,
2005) de la rata. Este puede ser un mecanismo por el que la corticosterona
podria contribuir indirectamente a reducir la concentracion de testosterona en el
plasma durante la exposicidn al estresor. La muerte por apoptosis en las
células de Leydig esta relacionada con la activacion del sistema Fas, de la

procaspasa 3, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y el aumento
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en la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), éstos estan
implicados en los procesos de apoptosis en las células de Leydig inducidos por
la exposicion a la corticosterona (Hardy, et al., 2005).

El efecto de los glucocorticoides en la funcién testicular de la rata, podria
ser atribuido a la reduccién en la produccion de andrégenos por las células de
Leydig (Evain, et al., 1976; Ge, et al., 1997), mediada por receptores
membranales a los glucocorticoides (Weber, et al., 2000). Asimismo se han
encontrado receptores para glucocorticoides en varios tipos de células
germinales, asi como en las células de Sertoli (Schultz et al., 1993, Konrad, et
al., 1998). El estrés cronico, puede afectar la funcion testicular a través de
cambios combinados en la concentracion plasmatica de glucocorticoides y de
LH (Norman, 1993; Orr, et al., 1994; Almeida, et al, 1998). En los humanos, el
estrés crénico por ejercicio intenso, entrenamiento militar o privacion de suefio
durante cinco dias consecutivos provoca aumento en la concentracion
plasmatica de cortisol, provocando disminucién en la concentracion circulante
de testosterona (Opstad, 1994).

Aunque esté claro que el aumento de los glucocorticoides en la sangre
por efecto del estrés, esta relacionado con la disminucion en la testosterona
plasmatica (Monder, et al., 1994), las consecuencias a largo plazo de tales
cambios en la salud reproductiva masculina, no han sido completamente
estudiadas. Asimismo, la disminucion en la produccion de testosterona
observada en la mayoria de estos estudios, esta relacionada con el aumento
de la corticosterona plasmatica de los machos expuestos a diferentes tipos de
estrés. Recientemente se demostré que la exposicion a estrés crénico por

inmersion en agua fria y los choques eléctricos en las patas, aplicados a ratas
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macho, inhibe la ejecucion de la copula y que ese efecto esta asociado con la

disminucioén de la testosterona plasmatica(Retana-Marquez, et al., 2003).

2.3 EFECTO DE LA ACTIVIDAD COPULATORIA EN LA CONCENTRACION
DE TESTOSTERONA

La ejecucion de la conducta sexual masculina durante la cépula, es un
aspecto importante en la fisiologia reproductiva de los organismos (Morali,
1998). Se sabe que la actividad sexual estimula la secrecidén de testosterona,
causando un incremento de aproximadamente 3 veces la concentracion basal
en la rata macho (Retana-Marquez, et al., 2003), en los anfibios (Orchinick, et
al., 1988), en los caballos (Colborn, et al., 1991) y en los ratones (Craigen y
Bronson, 1982). Por lo anterior, se ha considerado que la ejecucién de esta
conducta podria atenuar los efectos del estrés (Justel, et al.,, 2009). No
obstante, existen estudios en los que se muestra que la exposicion al estrés
por 20 dias puede afectar la conducta copulatoria y al mismo tiempo disminuir
la concentracion plasmatica de testosterona (Retana-Marquez, et al., 2003;
Almeida, et al.,, 2000). Sin embargo, no hay estudios en los que se haya
evaluado el efecto del estrés por tiempos mas prolongados en la concentraciéon
de testosterona plasmatica, durante los cuales los animales tengan acceso a
cOpula con hembras receptivas.

Por otro lado, aun no se ha establecido de manera clara qué tipo de
alteraciones causa el estrés cronico en la funcion testicular. Se sabe que el
estrés puede disminuir la eficiencia en la actividad reproductiva masculina, a
través de inducir cambios degenerativos en la histologia de los testiculos, pero

pocos estudios se han conducido a investigar el efecto del estrés por inmersion
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en agua fria en la espermatogénesis de la rata y los efectos que puede producir
en la funcion testicular. Con base en estas consideraciones, utilizando a la rata
macho como modelo experimental de mamifero, en este trabajo se evaluo el
dafio que el estrés cronico puede provocar en el epitelio seminifero de ratas
macho sexualmente inexpertas, sometidas a copula después de ser expuestas
a estrés cronico por inmersién en agua fria. Esto con la finalidad de analizar
algunas de las causas que conducen a la infertilidad masculina, misma que ha

sido poco estudiada en los seres humanos.

3.0 JUSTIFICACION

Durante la respuesta adaptativa del estrés se activa el eje HHA y al
mismo tiempo se inhibe la actividad del eje HHG. Se ha propuesto que la
inhibicion del eje gonadal se debe a los glucocorticoides que son liberados de
la corteza suprarrenal y que actian en todos los niveles de este eje. Aunque
se ha demostrado que el estrés cronico inhibe la conducta sexual masculina,
disminuye la secrecion de testosterona y altera la espermatogénesis en el
testiculo, aiin no esté bien definido qué células del tubulo seminifero se afectan
por efecto del estrés.

Se ha establecido que el estrés incrementa la concentracion plasmatica
de glucocorticoides y que éstos ejercen una poderosa supresion del eje
reproductivo. A pesar de ello aun no se ha considerado al estrés cronico como
un factor de riesgo para la infertilidad masculina, tanto en los humanos como
en otras especies. Existen pocos reportes concernientes al efecto del estrés
cronico en los testiculos, por lo que en este trabajo se evaluaran los cambios

gue presenten las células germinales de los tubulos seminiferos.
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Considerando que el proceso de la espermatogénesis esta regulado por
la testosterona y que la cOpula estimula la produccién de testosterona, se
evaluaran los cambios en la concentracion de la testosterona plasmatica
asociados al dafo testicular en ratas macho sometidas a cOpula después de

ser expuestas a estrés cronico por inmersion en agua fria.

4.0 HIPOTESIS

Si la activacion del eje HHA por efecto del estrés inhibe la funcion del eje
HHG, entonces el estrés cronico provocara disminucion en la secrecion de
testosterona y causara dafio en las células del epitelio seminifero afectando asi

el proceso de la espermatogénesis.

5.0 OBJETIVO GENERAL.:
e Evaluar el efecto del estrés cronico en algunos aspectos de la funcion

reproductiva de la rata macho.

6.0 OBJETIVOS PARTICULARES:
e Evaluar los cambios producidos en la concentracion sérica de
testosterona por efecto del estrés cronico.

e Determinar el efecto del estrés cronico sobre la espermatogénesis
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7.0 DISENO EXPERIMENTAL
Todos los procedimientos utilizados en el presente estudio, cumplieron
con la Guia para el estudio y uso de animales de laboratorio y el protocolo

experimental se ajusto a las reglas oficiales mexicanas.

7.1 ANIMALES DE LABORATORIO

Se utilizaron ratas macho adultas jévenes, sexualmente inexpertas, de la
cepa Wistar de tres meses de edad, con un peso aproximado de 300g,
producidas en el bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa. Se mantuvieron 6 ratas macho por caja (cajas de acrilico de 50 X
30 X 20 cm), bajo condiciones habituales de bioterio en un cuarto con
temperatura controlada de 22 + 1° C y con un ciclo de luz-oscuridad invertido
(12:12), la luz se prendi6 a las 9 pm y se apago a las 9 am del dia siguiente,
con agua y alimento ad libitum. Los animales fueron divididos en los siguientes
grupos: grupo control, sin cépula; grupo control, con copula; grupo de estrés
por inmersion en agua fria, con copula, grupo de estrés por inmersion en agua

fria, sin copula. Cada grupo estuvo formado por 6 animales.

7.2 APLICACION DE ESTRES CRONICO POR INMERSION EN AGUA FRIA
Consisti6 en colocar a las ratas individualmente en un tanque de agua a
una temperatura de 15 °C, a una altura de 15 cm, donde permanecian nadando
0 en posicion vertical, de pie sobre sus patas traseras, manteniendo la cabeza
por encima del nivel del agua, durante periodos de 15 minutos. Este

procedimiento se llevé a cabo durante 50 dias consecutivos. Los machos de los
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grupos control fueron mantenidos en sus cajas y sélo se sacaron para las

sesiones de copula.

7.3 COPULA

Los machos de los grupos de cépula, se aparearon con hembras
sexualmente receptivas, previamente ovariectomizadas y tratadas con estradiol
(10 ug) durante 10 dias y con progesterona (2mg) 4 horas antes del acceso a la
copula, los machos copularon con las hembras los dias 1, 10, 20, 30, 40 y 50
de estrés, la prueba se realiz6 en la fase oscura y con luz roja. La copula se
realiz6 30 minutos después de las sesiones de estrés, para ello cada macho
fue colocado en un redondel de acrilico y se dej6é un periodo de habituacion de
5 minutos, posteriormente se introdujo a la hembra receptiva y se les permitié

copular durante 30 minutos.

7.4 DISECCION DE LOS TESTICULOS

Al finalizar los 50 dias de estrés crénico los animales se trasladaron a la
Torre de Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria en el laboratorio de
Biologia de la Reproduccién para realizar el estudio histologico. Las ratas se
pesaron y se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (25
mg/kg de peso corporal administrado por via intraperitoneal) (Sedalphorte Reg.
SAGARPA Q-7503-003).

Ambos testiculos fueron retirados del escroto a través de una incision de
la linea media del abdomen inferior, Unicamente el testiculo derecho se
perfundié a través de la arteria testicular, con una solucién amortiguadora de

cacodilato de sodio al 0.1 M y posteriormente con la solucién de Karnovsky
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(Karnovsky, 1965). Inmediatamente se le retird la capsula para obtener los
tubulos seminiferos, los cuales fueron depositados en un vial con solucién de
Karnovsky durante 24 horas. Al dia siguiente, los tubulos se lavaron con
solucién amortiguadora de cacodilato de sodio al 0.1 M. Enseguida se
realizaron cortes seccionados en diferentes puntos de los tubulos seminiferos,
de manera que se encontraran en la misma direccion, este procedimiento se
realiz6 con ayuda de un microscopio estereoscoépico, se obtuvieron 4 secciones
de tdbulos seminiferos, por animal. Los tibulos seminiferos seccionados se
procesaron para inclusién en EPON, esta resina plastica permite obtener cortes

de grosor mucho més delgados.

7.5 INCLUSION EN EPON

Una vez seccionados, a los tubulos seminiferos se les realizé una post-
fijacion con tetraoxido de osmio al 1% durante 1 hora. Enseguida, se lavaron
con solucién amortiguadora de cacodilato de sodio al 0.1 M por 5 minutos, este
procedimiento se repiti0 3 veces. Posteriormente, los tubulos fueron
deshidratados con una serie de concentracion ascendente del agente
deshidratante (etanol):

Primero, se realizaron dos cambios seguidos con alcohol al 60 % y se
dej6 reposar 10 minutos en el tercer cambio. Una vez transcurrido el tiempo se
repitid este mismo procedimiento con alcohol al 70% y posteriormente con
alcohol al 80%. Enseguida, se realizaron dos cambios con alcohol al 90 % y se
dej6 reposar 10 minutos en cada cambio. Se continlo con este mismo

procedimiento con alcohol al 96% y a continuacion con alcohol al 100%.
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Posteriormente, a los tubulos seminiferos se les realizaron dos cambios con
oxido de propileno y se dejoé reposar 15 minutos en cada cambio.

Posterior a la deshidratacién los tibulos seminiferos se impregnaron con
oxido de propileno, como se describe a continuacion:

1. En un tubo de ensaye se realiz6 una dilucion de EPON con 6xido de
propileno en proporcién 1:1, de esta mezcla se tom6 una alicuota y se depositd
en el vial que contenia los tubulos seminiferos y se dej6é impregnar por una
hora.

2. Posteriormente, se realizé una segunda dilucion de EPON con 6xido
de propileno en proporcion 2:1 dejando impregnar durante 24 horas. Al dia
siguiente, los tubulos se cubrieron con EPON puro y se dejaron impregnar por
24 horas.

Al terminar el proceso de impregnacion, los tubulos fueron incluidos en
EPON, para ello los tabulos se colocaron de manera transversal en un molde
de silicon y se cubrieron en su totalidad con EPON puro. Este molde se metid
en la estufa (Fisher Scientific) a una temperatura de 60° durante 24 horas. Una
vez incluidos en EPON, se realizaron cortes semifinos de 1 um de grosor,
utilizando un ultramicrotomo (LEICA ULTRACUT UCT), se obtuvieron 20 cortes
seriados, por animal. Los cortes obtenidos fueron tefildos con azul de toluidina

al 0.5% y se montaron 5 cortes por portaobjeto.

7.6 ANALISIS HISTOPATOLOGICO
El analisis histologico se realiz6 utilizando un microscopio de luz
(Olympus light microscope CX 41), se analizaron aproximadamente 50 tubulos

seminiferos por rata. A cada uno de los tubulos examinados se les asignd un
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valor de acuerdo al dafio histolégico observado, utilizando una escala que va
desde el 1 hasta el 6, llamado indice histopatoldgico (IH), ilustrado en la tabla 1
(Vigueras-Villasefior, et al., 2009). El IH se determiné por la suma de los puntos
en cada una de las secciones transversales de los tubulos examinados. Este IH
permite evaluar las alteraciones histolégicas que presentan los tubulos

seminiferos.

7.7 EVALUACION DEL iNDICE DE JOHNSEN

El indice de Johnsen (1J) (Johnsen, 1970), permite evaluar de acuerdo la
presencia o ausencia de los tipos celulares dispuestos en orden de desarrollo y
maduracién. Para ello se asigné una puntuacién a cada tubulo seminifero de
acuerdo al tipo celular presente, asignando desde 1 (ausencia de células en el
tubulo seminifero) hasta 10 (espermatogénesis completa con un gran niamero

de espermatozoides presentes), ilustrado en la tabla 2.
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Tabla 1. indice histopatolégico, permite hacer una evaluacion de las alteraciones

histologicas que presentan los tabulos seminiferos (Vigueras-Villasefior, et al., 2009)

Alteraciones histologicas Puntaje

a) Plegamiento de la lamina basal 1

b) Descamacion celular

c) Vacuolizacién epitelial

d) Vacuolizacion en células germinales

e) Desorganizacion celular

f) Degeneracion celular

g) Cincisio celular

h) Picnosis

i) Tubos sin espermatocitos

j) Tubos sin espermatogonias

k) Ausencia de todo tipo celular

| O Bl W] N| N[ N| N| N|

Tabla 2. indice de Johnsen, permite hacer una evaluaciéon de acuerdo a la presencia o

ausencia de los tipos celulares dispuestos en un orden de desarrollo y maduracion
(Johnsen, et al., 1970).

Puntuacién Presencia o ausencia de células germinales
en los tubulos seminiferos

10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides

9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de
espermatozoides (5 por tubulo)

8 No hay espermatozoides maduros, presencia de espermatidas
maduras en diferenciacion

7 Gran cantidad de espermétidas sin algun signo de diferenciacion

6 Presencia de pocas espermaétidas (5 por tibulo)

5 Gran cantidad de espermatocitos presentes

4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tibulo)

3 Presencia Unicamente de espermatogonias

2 No hay células germinales, s6lo estan presentes las células de
Sertoli

1 No hay células en el tubo seminifero
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7.8 DETERMINACION DE TESTOSTERONA

Para determinar la concentracion de testosterona sérica de los machos
control y estresados, se obtuvo sangre (3-4 ml) por puncion cardiaca los dias 1,
10, 20, 30, 40 y 50 de estrés, media hora después de la copula. La sangre
obtenida se deposité en tubos de ensayo e inmediatamente fue centrifugada a
2500 rpm durante 10 minutos, para separar el suero, este se colocé en tubos
de ensayo y se congelaron a -20° C para su posterior evaluacion.

Al finalizar los 50 dias de estrés se descongelaron los sueros para
determinar la concentracion de testosterona plasmatica por cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC).

La extraccion de los esteroides del suero se realizé de acuerdo con una
modificacion del método reportado por Woodward y Emery, en 1988. Se obtuvo
1 ml de suero, tanto de animales control y estresados, se separaron de acuerdo
al grupo al que pertenecian, para iniciar la fase de separacion de esteroides a
cada uno de los tubos se les afiadieron 100 ul de hidroxido de sodio 0.03 M, 5
ml de éter-dietilico -diclorometano (proporcion V/V 60:40) y se homogenizaron
en un vortex durante 2 minutos y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5
minutos.

Se obtuvo la fase organica a la que se le adicioné 1 ml de agua grado
HPLC y se homogeniz6 con el vortex. Después de una segunda centrifugacion,
se separo la fase organica (3 ml) y se dejo evaporar a temperatura ambiente.
Posteriormente, los residuos fueron re-disueltos en 100 ml de una mezcla de

metanol y agua (65:35 v/v).
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7.9 CUANTIFICACION DE TESTOSTERONA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La pre-columna (Symmetry C18, tamafno de particula de 3.5 ym, 2.1 X
10 mm; Waters Corp., Milford, Massachussets, USA) y la columna fueron
equilibradas con acetonitrilo—agua (67:33 v/v) con una velocidad de flujo de 0.4
ml/min. Las separaciones se realizaron a una temperatura de 40 °C, con una
columna de Waters Symmetry C18 (tamafio de la particula 5 ul; tamafio de la
columna 2.0 X 150 mm; Waters Corp., Milford, Ma, USA).

Se utilizé un sistema controlador Waters 600 MS para separar la fase
movil y los esteroides se evaluaron con un detector ultravioleta (UV) (486
Waters UV absorbance detector) a una absorbancia de 245 nm. Para la
calibracion, se utilizaron estandares (nortestosterona, androstendiona y
testosterona) concentraciones que cubren el rango de 0-30 ng/ml. La regresion
lineal de la concentracion de testosterona fue calculada y se usé para
determinar las concentraciones de las muestras biolégicas. Para la
testosterona, la regresion lineal fue: y = - 0.774 + 0.2181x (r* = 0.99893). El

limite de deteccion del ensayo para la testosterona fue de 0.05 ng/ml.

8.0 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico del analisis histopatolégico y del indice de
Johnsen se realiz6 mediante un andlisis de varianza ANOVA de una via;
mientras que la concentracion plasmatica de testosterona, se realiz6 mediante
un analisis de varianza ANOVA de dos vias, seguida la prueba post hoc de

Newman Keuls. El nivel de significancia se fijé en p < 0.05.
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9.0 RESULTADOS
9.1 EFECTO DEL ESTRES CRONICO EN LA CONCENTRACION SERICA
DE TESTOSTERONA.

La concentracion sérica de testosterona en cada grupo experimental se
muestra en la figura 5. La concentracion de testosterona en los machos del
grupo control, sin acceso a copula (ctr s/cop) fueron entre 2 y 3 ng/ml. En los
machos del grupo control, con acceso a copula (ctr c/cop), las concentraciones
séricas de testosterona fueron significativamente mayores que en los machos

de los grupos de estrés, con y sin acceso a copula (str c/cop y str s/cop)

(p<0.01).
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Figura 5. Concentracién sérica de testosterona en machos control y estresados
crénicamente, a los que se les permitié copular o no con hembras receptivas. Los
datos se muestran como X * E.E. *p0.01, se analizaron con una ANOVA de dos vias,
seguida por la prueba post hoc Newman-Keuls, con nivel de significancia de
+*p<0.01.
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En el grupo de los machos de str c/cop, la concentracion de testosterona
fué similar a la concentracion observada en los machos ctr s/cop. Los valores
observados fluctuaron entre 2 y 3 ng/ml. La concentracion de testosterona en el
grupo de los machos de str s/cop, oscilaron entre 0.5 y 1.0 ng/ml, esta
concentracion de testosterona sérica fue significativamente menor en
comparaciéon con los machos ctr s/cop, ctr c/cop y str c/cop (p<0.01). Este
efecto se observd desde el primer dia de estrés. Los machos estresados con
cOpula (str c/cop) presentaron concentraciones mayores de testosterona, en

comparacion con los machos str s/cop (+p<0.01).

9.2 ANALISIS HISTOLOGICO

El analisis histologico de los tuabulos seminiferos de los machos control
con y sin copula, mostraron una estructura normal. Como se ilustra en la figura
6A, los tdbulos se encuentran rodeados por una capa de células mioides
peritubulares que envuelven la superficie externa del epitelio seminifero y
forman la lamina basal, esta lamina separa el epitelio seminifero del espacio
intersticial, en donde se encuentran las células de Leydig. El epitelio seminifero
mostré una poblacion normal de las células. Como se muestra en la figura 6B,
las espermatogonias (Es) se localizan en la base del tabulo, los espermacitos
primarios (Ep) se encuentran en la parte media y las espermatidas redondas
(Er) y alargadas (Ea) muy cerca del apice del epitelio seminifero, mostrando asi
una progresion en el desarrollo de menor a mayor maduracion de las células
germinales y como éstas se van desplazando hacia el lumen del tubulo

(Amann, 1970), donde son liberadas como espermatozoides (Jonhson, et al.,
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2008). Estos tubulos se encuentran en el estado VIl del ciclo del epitelio

seminifero.
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Figura 6. En (A) se muestra un tubulo seminifero de rata macho control (visto a 40X);
gue se encuentra en el estado VII del ciclo del epitelio seminifero, se observa la lamina
basal que se encuentra contorneada y sin alteraciones. En (B) se muestra las células
del epitelio seminifero, el cual estd constituido por espermatogonias (ES),
espermatocitos primarios (Ep), espermatidas redondas (Er) y alargadas (Ea). Las

células de Sertoli (S), forman parte importante del epitelio seminifero (Barra: 17um).
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El analisis histologico de los testiculos de los machos del grupo de str

c/cop, se ilustra en la figura 7. Los tubulos seminiferos de este grupo mostraron

pérdida masiva de células provocado por el desprendimiento prematuro de las
células germinales, observandose tabulos con descamacién celular (IH = 1),
(figura 7A), otros tubulos mostraron plegamientos en la lamina basal (IH = 1),

estos plegamientos provocan que se pierda completamente la contractilidad y
la forma del tabulo, el plegamiento se ilustra en la figura 7B.

También, se encontraron tubulos con degeneracion de células
germinales, ilustrado en la figura 7C, asociado con la descamacion celular (IH =
3); estas células presentaron alteraciones en la membrana celular, la cual se
observé plegada o sin forma; asimismo, presentaron nucleos profundamente
teflidos y con la cromatina completamente condensada. Es probable que las Er
y Ea asi como los espermatocitos primarios fueran las células méas afectadas
por la degeneracion.

El analisis histolégico de los tubulos seminiferos de los machos de str
s/cop, presentaron una descamacion celular mas severa ilustrada en la figura
8A; en estos tubulos se observaron pocas células germinales (IH=4); otros
tubulos presentaron descamacién de células germinales localizadas en el
lumen del tubulo (IH=1) como se observa en la figura 8B. En este mismo grupo,
se observaron tubulos seminiferos que presentaban picnosis celular (IH=3), la
cual se caracterizdé por la formacion de cuerpos picnéticos (CP). Como se
observa en la figura 8B, la picnosis involucré principalmente a los
espermatocitos primarios; debido a que, estos se observaron con nucleos
intensamente tefiidos por el azul de toluidina. Asociado a esta picnosis se

observaron enormes vacuolas (V) (IH=2), las cuales se caracterizaron por la
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formacién de grandes espacios vacios, en donde probablemente se encontraba

una célula germinal o de Sertoli.

Figura 7. Tdbulos seminiferos de testiculos de machos estresados con acceso a
cédpula (str c/cop). En A (estado VII del ciclo del epitelio seminifero) se observa el
desprendimiento de células germinales (barra: 17 pum); el plegamiento de la lamina
basal y vacuolas (V) se muestra en B (barra: 17 pm) y la degeneracién de células

germinales (DC) se ilustra en C (visto a 100X).
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Figura 8. Tubulos seminiferos de testiculo de los machos estresados sin acceso a
copula (str s/cop). Se observaron tabulos con gran cantidad de células germinales
descamadas, vistos como tubulos casi vacios (A) (visto a 40X); descamacion de
células germinales (B) (visto a 100X) en el lumen del tubulo, asi como cuerpos
picnéticos (CP) y vacuolas (V) en C (estado VI del ciclo del epitelio seminifero) (visto a
100X)
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9.3 INDICE HISTOPATOLOGICO

Durante la evaluacion del IH de los tubulos seminiferos de ambos grupos
de machos control, no se observaron alteraciones histopatolégicas importantes.
En la figura 9 se muestra que los machos del grupo ctr s/cop presentaron un IH
igual a 0.91; mientras que, los machos del grupo ctr c/cop presentaron un 1J
igual a 0.95. Los machos de estos grupos no presentaron dafo testicular. En el
analisis de los testiculos de los machos del grupo de str s/cop se obtuvo un IH
de 1.97, significativamente mayor que el IH en los testiculos de los machos de

los grupos ctr s/cop y ctr c/cop.
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Figura 9. indice histopatoldgico en los diferentes grupos experimentales. Los testiculos
de los machos estresados, con y sin acceso a cOpula presentaron indices
histopatologicos significativamente mayores que, los testiculos de los machos control.
Los datos se muestran como X = E.E., se analizaron con una ANOVA de una via,

seguida por la prueba post hoc Newman-Keuls, con nivel de significancia de *p<0.01.
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En la figura 9, se muestra que este grupo presentd el mayor dafio
testicular. Mientras que, el grupo de str c/cop presentd un IH igual a 1.57,
presentando un aumento significativo con respecto a los grupos control
(p<0.001). El dafo testicular de estos machos fue ligeramente menor a los

machos de str s/cop.

9. 4 INDICE DE JOHNSEN

Los tubulos de los machos de los grupos ctr s/ cop y ctr c/cop
presentaron un grado de desarrollo y diferenciacion celular normal. En la figura
10 se muestra que los machos del grupo ctr s/cop obtuvieron un 1J igual a 9.16;
mientras que los machos del grupo ctr c/cop presentaron un |J igual a 9.17.

En los machos del grupo de str s/cop, se observd un 1J igual a 8.44,
siendo este grupo el que presenté el grado de desarrollo y diferenciacion
celular més bajo, en comparacién con los dos grupos de machos ctr s/cop y ctr
c/cop (p<0.001).

Por otro lado, los machos del grupo de str c/cop, presentaron un IJ
promedio de 8.77. En la figura 10 se muestra que este grupo presenté una
disminucién significativa en el desarrollo y diferenciacion celular, comparado
con ambos grupos de machos control (p<0.01). El desarrollo de las células del
epitelio seminifero de este grupo fue ligeramente mayor que el grupo de los

machos de str s/cop.
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Figura 10. Muestra el efecto del estrés cronico en el desarrollo y diferenciacion de las

células germinales del epitelio seminifero de las ratas macho. El andlisis del indice de

Johnsen muestra que los machos de str s/cop y str c/cop, presentaron menor

desarrollo y diferenciacion celular, en comparacion con los machos ctr s/copula y ctr

c/cop, los cuales presentaron mayor desarrollo y diferenciacion celular. Los datos se

muestran como X = E.E. y se analizaron con una ANOVA de una via, seguida por la

prueba post hoc de Newman-Keuls, con nivel de significancia de *p<0.01.
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10.0 DISCUSION

En el presente trabajo se mostré que la exposicidon de los machos a
estrés cronico durante 50 dias consecutivos causa alteraciones importantes en
el epitelio seminifero. En el analisis histomorfologico de los testiculos de los
machos estresados, con y sin acceso a copula, se observaron tubulos con
descamacion celular, la cual involucré principalmente a las espermatidas
redondas y alargadas. Estos resultados son similares a lo reportado por
Almeida y colaboradores (1998), quienes mostraron que el estrés cronico por
inmovilizacion durante 60 dias consecutivos causa disminucion en el nimero
de espermatidas maduras y en las células de Sertoli. Estas alteraciones en las
células germinales del epitelio seminifero estan asociadas con la disminucion
en la concentracién de testosterona (Almeida et al 1998).

Resultados similares se reportaron utilizando un modelo de nado forzado
en el que los machos se colocan en un tanque de agua a 32 °C, por periodos
de 3 minutos, durante 15 dias consecutivos. Si bien este estresor no afecta
inmediatamente la fertilidad masculina, si causa disminucién significativa en la
produccion de espermatidas (Mingoti, et al., 2003). A pesar de que la
disminucién de las esperméatidas con un corto tiempo de exposicion al estresor
muestra los efectos del estrés en el epitelio seminifero, es necesario que el
periodo de tiempo se ajuste a la duracion de la espermatogénesis, que en la
rata tiene una duracién de 49-52 dias. Este hecho es importante porque las
espermatidas que se desprenden del epitelio seminifero y son liberadas hacia
el lumen del tdbulo ocasionan que se interrumpa la espermatogénesis en
alguno de sus pasos. Ademas, este desprendimiento celular puede estar

relacionado con la disminucidn en la concentracioén de testosterona.
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En el presente trabajo se observé que la exposicion prolongada al estrés
causo disminucion significativa en las concentraciones séricas de testosterona.
Este efecto fue superior en los machos que no tuvieron acceso a cépula con
hembras receptivas. Sin embargo, la actividad copulatoria en los machos
estresados causO incremento de testosterona, aunque no en la misma
proporcion que en los machos control. Como se sabe, la actividad copulatoria
estimula la secrecion de testosterona en machos de diferentes especies de
vertebrados (Craigen y Bronson, 1982; Orchinick et al, 1988; Colborn et al,
1991; Retana-Marquez, et al., 2003).

Por otro lado, en los mamiferos, la produccién de espermatozoides se
lleva a cabo de manera constante y estd bien establecido que la
espermatogénesis depende principalmente de concentraciones adecuadas de
testosterona (O’Donell, et al., 1994). Esta hormona actua a través de sus
receptores que se encuentran en las células de Sertoli, las cuales son
responsables de mantener un adecuado funcionamiento de la barrera hemato
testicular (Meng et al., 2005), inducir la meiosis y del desarrollo post-meiético
de las células germinales (Dohle, et al., 2003; Holdcraft y Braun, 2004). Se ha
demostrado que la testosterona puede inhibir la apoptosis de las células
germinales (Singh, et al., 1995). Existen reportes que sugieren que la
testosterona modula la expresion de genes, asi como la proliferacion y la
diferenciacion de las células de Sertoli (Dohle, et al., 2003; Holdcraft y Braun,
2004).

Ademas, se ha reportado que la testosterona es capaz de regular
enzimas importantes que participan en la esteroidogénesis de las células de

Leydig (Hales, et al., 1987; Shan, et al., 1995). Todas estas funciones pueden
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ser suprimidas o inhibidas por el estrés. Estudios realizados en ratones knock-
out que carecen del gen del receptor a andrégenos, muestran alteraciones en
la expresion de varias enzimas que son importantes para la esteroidogénesis,
asi como arresto en la espermiogénesis, principalmente a las espermatidas
redondas (Xu, et al., 2007). Adicionalmente, se ha propuesto que la
testosterona es un factor autocrino que puede regular su propia sintesis (Xu, et
al., 2007).

La testosterona tiene un papel preponderante durante el desarrollo de la
espermatogénesis, ya que participa de manera especifica en la conversion de
espermatidas redondas que se encuentran en el fase 7 y trascienden a la fase
8 de la espermiogénesis. Es probable que la disminucién de testosterona, por
efecto del estrés, pueda afectar esta conversion, y provocar el desprendimiento
prematuro de estas células impidiendo que las esperméatidas continden con el
proceso de elongaciéon (O'Donnell et al 1994; Sofikitis y cols, 1999)
interrumpiéndose asi el desarrollo de la espermiogénesis.

El desprendimiento de las espermatidas redondas también podria
deberse a que estas células pierdan contacto directo con la membrana
plasmatica de las células de Sertoli (Zirkin, 1998). Se sabe que las células de
Sertoli presentan uniones intercelulares, con las espermatogonias, los
espermatocitos y las espermatidas redondas (Russel, 1977, 1993), algunas de
estas uniones parecen contener caderinas y cateninas, las cuales son
sintetizadas por las células de Sertoli.

Estas uniones son importantes blancos de la accién hormonal, por lo
que, es probable que la disminucion de testosterona provoque que las células

de Sertoli no puedan sintetizar estas moléculas de adhesién; dicha sintesis
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parece ser dependiente tanto de testosterona como de FSH (Perryman, et al.,
1996). El desprendimiento prematuro de células germinales observado en el
presente trabajo, podria estar relacionado con la disminucion de estas uniones
celulares, ya que las N-caderinas tienen un papel importante en el
mantenimiento de la estructura del tejido testicular y en la arquitectura celular.
La disminucién en la elaboracion de estas moléculas, puede provocar que se
pierdan estas uniones y que las espermatidas sean desprendidas hacia el
lumen del tubulo seminifero o que sean fagocitadas por las células de Sertoli
(Sofikitis, et al., 2006).

Una de las consecuencias de la descamacion podria ser la
degeneracion de las células germinales, como se observd en el epitelio
seminifero y que, al parecer, eran espermatidas redondas o alargadas,
desprendidas del epitelio seminifero. Es probable que estas células, al
momento de perder todo contacto con la membrana de las células de Sertoli,
debido a la pérdida de las uniones intercelulares, hayan perdido acceso a las
seflales hormonales y de crecimiento necesarias para continuar con su proceso
de maduracion.

Esta hipotesis se apoya en estudios que han reportado la presencia de
células germinales en proceso de degeneracion cuando la testosterona
disminuye por efecto de la hipofisectomia o por inmunoneutralizacion de LH,
esto en ratas macho adultas (Dym y Madhwa, 1977). Asimismo, se ha
reportado que la disminucién de gonadotropinas puede provocar la muerte por
apoptosis de las células germinales, particularmente en los estados VI y VII de
la espermatogénesis (Russell y Clermont, 1977; Sinha y Swerdloff, 1999, Kim

et al., 2001). Se ha demostrado que la supresion de testosterona conduce a la

53



retencién anormal de esperméatidas en el paso 19 (Russell y Clermont, 1977,
Kerr, et al., 1993). Esta retencion es uno de los cambios anormales mas
tempranos y sutiles asociados con dafio en la espermatogénesis (Kerr, et al.,
1993).

Los testiculos de los machos estresados a los que no se les permitio
copular con hembras receptivas mostraron un mayor dafio en el epitelio
seminifero en comparacion con los testiculos de los machos estresados que si
copularon. Esto, aunado al hecho de que la concentracién de testosterona en
los machos que copularon fue mayor que en los machos que no copularon,
sugiere que la testosterona podria proteger de manera parcial pero no
totalmente al epitelio testicular contra los efectos del estrés. Esto podria
explicar en parte el hecho de que el dafio testicular causado por el estrés fue
ligeramente menor en los machos que copularon en comparacion con los
machos estresados que no tuvieron acceso a cOpula. No obstante, la
testosterona no protegié totalmente, ya que el grado de dafio testicular
observado en los tubulos seminiferos de ambos grupos no fue
significativamente diferente. Por tanto, puede concluirse que el incremento de
testosterona debido a la ejecucién de la copula puede disminuir parcialmente el
dafio testicular causado por el estrés

La disminucion de la testosterona plasmatica observada en los machos
estresados que no tuvieron acceso a copula podria explicar las alteraciones
observadas en los espermatocitos primarios del epitelio seminifero. Dichas
alteraciones se evidenciaron por la presencia de picnosis. La picnosis se debe
a la formacion de hebras de DNA rotas o fraccionadas. Estos resultados son

acordes con lo reportado en otros estudios en los que se ha observado que la
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disminucién en la secrecion de testosterona, ocasiona muerte celular de
espermatocitos primarios en los estados de paquiteno y diploteno. Estas
células germinales son las que con mayor frecuencia muestran caracteristicas
de muerte celular, éste acontecimiento podria estar asociado con la
interrupcién de la metafase meibtica que provoca una sinapsis incompleta de la
meiosis (Francavilla, et al., 2002).

La fragmentacion de la cromatina en células germinales ha sido
observada también en testiculos sometidos a hipotermia leve, en el que el
escroto se expone a temperatura de 10 ° C (Blanco-Rodriguez y Martinez-
Garcia, en 1996). Lo mismo se ha reportado en situaciones de estrés por
hiportermia leve, la cual provoca la interrupcion de la espermatogénesis,
conduciendo asi a la infertilidad (Yavetz, et al., 1992). La formacion de cuerpos
picnéticos observado en las células del epitelio seminifero de los machos
estresados sin acceso a coépula, podria estar relacionado con procesos de
muerte celular por apoptosis. Sin embargo, esto debera ser confirmado en
estudios posteriores.

Los resultados del presente trabajo, aunados a los reportados en otros
estudios permiten sugerir que los tipos celulares mas vulnerables al estrés
cronico son las espermétidas redondas y alargadas asi como los
espermatocitos primarios. Actualmente, se considera que en los testiculos la
apoptosis de células germinales es un importante mecanismo fisiol6gico para
prevenir la sobrepoblacién de células germinales y el nimero de células que
pueden sostener las células de Sertoli, siendo este mecanismo un punto
importante para el desarrollo normal de la espermatogénesis. Los mecanismos

moleculares y celulares involucrados en este proceso parecen involucrar la
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generacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden inducir muerte
celular por apoptosis. El estrés oxidativo puede ser un factor importante que
pudiera estar relacionado con diversas etiologias que provocan infertilidad en
diferentes especies de mamiferos machos, incluyendo el hombre (Aitken y
Roman, 2008).

Con respecto a esto, algunos estudios han demostrado que la
disminucién en la testosterona intratesticular, causada por la ciclofosfamida
puede provocar supresion de la expresion de enzimas antioxidantes, tales
como: la glutation peroxidasa, la superéxido dismutasa y la catalasa, lo cual
provoca dafio peroxidativo, asi como la interrupcion de la espermatogénesis y
un aumento en la incidencia de apoptosis de las células germinales (Chainy, et
al., 1997). Estos efectos inhibitorios pueden ser revertidos por la administracion
de gonadotropinas exégenas, las cuales elevan la concentracion de
testosterona intratesticular disminuyendo asi el dafio peroxidativo (Chainy, et
al., 1997; Aitken y Roman, 2008).

Otro hallazgo importante fue que el estrés crénico provoca disminucién
en el desarrollo y diferenciacion de las células germinales. Una proporcién
importante de tubulos seminiferos presentaron espermatidas sin ningun signo
de diferenciacion, asi como espermatogénesis incompleta. Estos hallazgos son
congruentes con otros estudios realizados in vitro, en los que se evalud el
efecto del congelamiento directo de testiculos de ratas a 0 °C por 1 hora. Este
estresor ocasiona la pérdida importante, parcial o total de células germinales,
guedando solo células de Sertoli. En estas condiciones la espermatogénesis no
puede restablecerse, debido a que las espermatogonias tronco son

completamente destruidas. En cambio, si los testiculos se exponen hipotermia
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leve (de 2 a 4 °C), las espermatogonias logran sobrevivir al congelamiento, y la
espermatogénesis se restablece 24 dias después de finalizar el estimulo
(Gronsky, 1930; Mcdonald y Harrison, 1954). Esto es importante porque implica
que, al no ser dafiadas las espermatogonias durante el estrés, éstas pueden
reiniciar nuevos ciclos espermatogénicos en el epitelio seminifero, repoblando
nuevamente a los tubulos seminiferos. Conjuntando los resultados de la
literatura con los de este trabajo, a pesar de las diferentes metodologias
utilizadas, se puede concluir que el estrés cronico causa dafio a las células
germinales de manera proporcional a la intensidad del estresor y que la
espermatogénesis puede continuar o bien restablecerse una vez que termina el
estrés, siempre y cuando las espermatogonias sobrevivan.

Otra alteracion observada en la estructura de los tubulos seminiferos,
por efecto del estrés crénico, fue el plegamiento de la lamina basal,
ocasionando cambios importantes en la estructura de los tubulos seminiferos.
El epitelio seminifero esta rodeado de células mioides peritubulares, las cuales
expresan receptores a andrégenos. Sin embargo poco se sabe acerca del
papel de estas células en la funcién testicular.

Pocos estudios in vivo han demostrado que la pérdida de células
mioides puede provocar severas alteraciones en la espermatogénesis (Franca
et al., 2000). Esto se debe a que, al parecer las células mioides son
controladas por los androgenos durante la espermatogénesis (Skinner y Fritz,
1985) y que estas células interactian intimamente con las células de Sertoli en
el establecimiento de la membrana basal que rodea los tubulos seminiferos
(SKinner et al.,, 1985). De esta forma, la testosterona producida en el

compartimento intersticial puede ser capaz de entrar al flujo sanguineo y al
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drenaje linfatico de los testiculos facilmente, atravesando la barrera por difusion
hacia los tubulos seminiferos, promoviendo asi la acumulacién de andrégenos
en los tubulos (Hansson, et al., 1975). El plegamiento de la lamina basal
observada en los tubulos seminiferos de los testiculos de los machos
estresados en este estudio podria explicarse por la disminucion en la
testosterona plasmatica causada por el estrés. Es probable que, al disminuir la
testosterona las células mioides pierdan contractilidad, provocando asi
alteraciones directas en la forma del tabulo.

La accion biolégica de los androgenos es de suma importancia en el
epitelio seminifero. Dicha accién se lleva a cabo a través de los receptores a
andrégenos que se encuentran localizados principalmente en las células de
Sertoli (Walker, 2003). Las alteraciones observadas en la lamina basal asi
como en las células germinales, podrian estar asociadas con la disminucion en
los receptores a andrégenos en estas células blanco por efecto del estrés. Si
bien las células germinales carecen de receptores a andrégenos (Johnston, et
al., 2001), se ha sugerido que la testosterona puede regular Ila
espermatogénesis a través de la expresion de los receptores a androgenos que
se encuentran en las células de Sertoli, en las células mioides peritubulares y
en las propias células de Leydig (Welsh, et al., 2009).

Como se ha mencionado, la produccién de testosterona en el testiculo
es principalmente controlada por hormonas que son secretadas en los tres
niveles del eje HHG. Se ha propuesto que la inhibicion del eje HHG se debe a
gue durante la activacion del eje HHA, se produce un aumento en la produccién
y secrecion de la CRH, ACTH y de los glucocorticoides. EI aumento en la

produccion y secrecidon de estas hormonas en la circulacion sistémica,
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interfieren directamente con las neuronas hipotalamicas secretoras de GnRH,
ejerciendo una enorme supresidon en la produccidn y secrecion de
gonadotropinas de la hipofisis, provocando cambios que afectan la funcién
reproductiva masculina.

Ademas de los glucocorticoides, existen otros mediadores que pueden
afectar la funcion del eje HHG. A nivel central, los péptidos derivados de la
POMC, tienen un papel importante en la disminucion de la secrecién de
gonadotropinas durante el estrés agudo y cronico. Este efecto tiene un impacto
importante en la regulacién de la frecuencia y la amplitud del patron pulsétil de
la secrecion de LH (Van Vugt, et al 1982). Durante la activacion del eje HHA,
también son secretadas otras hormonas y varios neurotransmisores en el
cerebro, tales como la vasopresina, la oxitocina, las p-endorfinas, la epinefrina,
la norepinefrina y la serotonina entre otros (Negro-Vilar, et al., 1987), todos
ellos participan en la regulaciéon de la respuesta del estrés.

Se ha demostrado que el estrés cronico causa disminucion de la
testosterona plasmatica, asociada al incremento del glucocorticoide
corticosterona en las ratas (Retana-Marquez, et al., 2003). Por ello, es
probable, que las alteraciones observadas en el presente trabajo, se deban al
aumento de los glucocorticoides plasmaticos por efecto del estrés cronico. Los
receptores a glucocorticoides estan presentes en varios tipos de células
germinales y ocasionalmente se han encontrado en las células de Sertoli
(Schultz et al. 1993; Konrad et al. 1998). Los receptores a glucocorticoides al
unirse con su ligando forman un complejo que se transloca al nucleo, donde
interactian como homodimeros y se unen a una secuencia especifica dentro

del DNA, conocida como elemento de respuesta a glucocorticoides (Pratt,
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1990). Una vez que estan unidos al DNA, pueden regular la expresion de varios
genes (Sasagawa, et al., 2001).

Los receptores activados inhiben, a través de interacciones proteina-
proteina, algunos factores de transcripcion tales como: c-jun/c-fos y NF-kB, los
cuales son reguladores positivos de la transcripcibn de varios genes
involucrados en la activacion y crecimiento celular (Scheiman, et al., 1995).
Ademas, los glucocorticoides pueden cambiar la estabilidad del RNAm y la
traduccién de varias proteinas que responden a los glucocorticoides (Tsigos y
Chrousos, 2002). De esta forma, se ha propuesto que los glucocorticoides a
través de unidon con sus receptores, pueden iniciar la apoptosis de células
germinales (Sasagawa, et al., 2001).

La administracion del glucocorticoide sintético dexametasona,
incrementa el namero de células germinales apoptéticas en los testiculos y que
la administracion de mifepristona, un antagonista de los receptores a
glucocorticoides, disminuye dramaticamente la muerte de células germinales
por apoptosis aun después de la aplicacion de la dexametasona (Yazawa, et
al.,, 2000). No puede descartarse sin embargo la participacibn de otros
mediadores en los efectos del estrés en el epitelio testicular, tales como los
péptidos opioides que son liberados por las propias células de Leydig durante
el estrés (Fabbri, 1990) y que parecen tener un papel regulador en la
esteroidogénesis en esas células.

Si bien la inhibicion en la secrecidon de testosterona, inducida por el
aumento en los niveles de corticosterona. Es responsable, al menos en parte,
de las alteraciones observadas en las células germinales del epitelio seminifero

de los machos estresados, como ha sido propuesto anteriormente (Kim, et al.,
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2001), también es posible que los glucocorticoides ejerzan efectos directos en
dichas células. Sin embargo, los mecanismos por los cuales las células
germinales mueren por efecto del estrés aun no esta del todo claro. Esto abre
la perspectiva de realizar estudios con técnicas mas avanzadas y finas en el
campo de la biologia molecular para determinar el tipo de muerte celular que
experimentan las células germinales y los mecanismos involucrados en este
proceso.

Esta demostrado que el aumento de corticosterona plasmatica es capaz
de inhibir la esteroidogénesis en las células de Leydig (Hales y Payne, 1989) a
través de un mecanismo regulado por el receptor. Efectos similares se han
observado en ratas expuestas a estrés agudo por inmovilizacién. En dicho
estudio se demostré que el aumenté en la corticosterona plasmatica disminuye
la capacidad de respuesta de las células de Leydig hacia las gonadotropinas,
provocando un bloqueo en la biosintesis de testosterona aln en presencia de
niveles normales de LH (Chapernet, et al., 1982). .

Las células de Leydig son capaces de inactivar de manera oxidativa a la
corticosterona, por medio de la enzima 11B-hidroxyesteroide deshidrogenasa
(11BHSD). Los glucocorticoides pueden ser regulados por esta enzima, la cual
presenta dos isoformas la 11BHSD-1 (tipo 1), que es una oxidoreductasa
dependiente de NADP'/NADPH. La 11BHSD-1 se encarga de catalizar la
conversion de los 11B-hidroxilesteroides (como la corticosterona) a los 11p3-
cetoesteroides (tales como la 11-dehidrocorticosterona, 11DHC). La 11pHSD-2
(tipo 1) es una oxidasa unidireccional, debido a que tiene una gran capacidad
para modular los niveles normales de corticosterona y es capaz de inactivar

oxidativamente a la corticosterona, transformandola a su forma biol6gicamente
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inerte la 11DHC (Ge et al, 2005). Por lo tanto, es posible que los efectos
adversos del estrés en las células de Leydig ocurran cuando su capacidad de
inactivacion oxidativa es excedida por el incremento en la concentracion
intracelular de los glucocorticoides. De esta manera, es probable que la
excesiva exposicion a la corticosterona contribuya potencialmente a la
disminucién de los niveles plasmaticos de testosterona durante el tiempo de
exposicion al estrés (Hui-Bao, et al., 2002).

Los glucocorticoides liberados durante el estrés son también capaces de
suprimir la secrecion de GnRH y de gonadotropinas a nivel de hipotalamo y de
la hipofisis respectivamente (Baldwin y Sawyer. 1974), causando asi la
disminucion en la secrecion de testosterona en los machos estresados (Rivest
y Rivier, 1991; Almeida, et al., 1998; 2000; Demura, et al., 1989). Al mismo
tiempo, la corticosterona ejerce un efecto inhibitorio directo en las células de
Leydig disminuyendo su sensibilidad a la LH y a la gonadotropina coridnica
humana (hCG), a través de la reduccion en los receptores testiculares a estas
hormonas (Bambino y Hsueh, 1981). Ademéas de la testosterona, la FSH
también es necesaria para mantener la espermatogénesis (Steinberger, 1971;
McLachlan et al, 1996), lo que hace mas complejo el mecanismo preciso por el

cual el estrés cronico inhibe la secrecion de testosterona (Andersen, 2004).
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10.0 CONCLUSIONES

El estrés cronico por 50 dias consecutivos causa la supresién de
testosterona en el plasma.

La disminucion de testosterona parece ser parcialmente responsable de
alteraciones importantes en el epitelio seminifero, afectando el desarrollo de la
espermatogénesis y la funcion testicular.

La actividad copulatoria parece disminuir ligeramente los efectos nocivos
del estrés en el epitelio seminifero de la rata, al incrementar la secrecion de

testosterona en los animales estresados.
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