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Resumen 

En pacientes en cuidado intensivo, con fallo cardiaco o hipovolemia se presenta isquemia 

en la mucosa gástrica, ésta genera daño celular e inflamación. Cuando ocurre la reperfusión 

(restauración del flujo sanguíneo) el daño se exacerba y se genera el Síndrome de 

Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS), el cual puede dañar a otros órganos, como riñón, 

hígado, cerebro y órganos reproductivos como el testículo. Durante la espermatogénesis la 

barrera hemato-testicular (BTB, por las siglas en inglés de blood testis barrier) provee 

protección inmune a las células germinales  en meiosis. La BTB se constituye por uniones 

ocluyentes y especializaciones ectoplásmaticas, formadas por moléculas de adhesión 

celular, reguladas por numerosas moléculas, incluyendo citocinas. Estas aumentan a nivel 

sistémico en la isquemia-reperfusión (I/R), lo que puede afectar negativamente la formación 

y mantenimiento de las uniones celulares en la BTB y  la espermatogénesis. El objetivo de 

este trabajo fue evaluar los efectos de la I/R en mucosa gástrica, sobre la organización 

tisular de los túbulos seminíferos, los niveles de expresión y localización de moléculas de 

adhesión celular en la BTB y los niveles de TNF-α en suero y en testículo. Para ello, se 

formaron 4 grupos experimentales: control (n=4), Sham (n=3), I/R 60 min/24 h (n=3) e I/R 

120 min/24 h (n=3). En los grupos, experimentales la isquemia se indujo por oclusión de la 

arteria celiaca por 60 ó 120 min y la reperfusión se permitió por 24 h. Se evaluó la integridad 

de los túbulos seminíferos mediante el score de Johnsen  y se observó una disminución en 

el promedio de los grupos de I/R de 60 min/ 24 h y 120 min/ 24 h, mientras que los 

parámetros morfométricos como el diámetro y el área del epitelio seminífero mostraron un 

incremento en el grupo de I/R de 120 min/24 h, el grosor el epitelio seminífero, incrementó 

en el grupo de I/R de 60 min/ 24 h. La frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio 

seminífero no se alteró. La expresión de claudina-11, evaluada mediante Western blot, 

tendió a disminuir su expresión en los grupos de I/R de 60 min/ 24 h y 120 min/24 h, mientras 

que conexina 43 mostró una tendencia a incrementar en el grupo de I/R de 120 min/ 24 h. 

Además, su localización, evaluada por inmunohistoquímica, no se modificó. Por último, los 

niveles de TNF-α en suero y en testículo  evaluados mediante ELISA, tendieron a disminuir 

en el grupo de I/R de 120 min/ 24 h.  En conclusión, el modelo de I/R en mucosa gástrica 

genera cambios morfométricos en túbulos seminíferos, la expresión de las moléculas 

claudina-11 y conexina-43 en testículo y los niveles de TNF-α séricos y testiculares tienden 

a cambiar. Dichos cambios podrían estar relacionados con alteraciones sistémicas 

provocadas por los tiempos de I/R en la mucosa gástrica. 
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Abstract 

In patients in intensive care unit, with heart failure or hypovolemia, ischemia occurs in the 

gastric mucosa, which generates cellular damage and inflammation. When reperfusion 

occurs, the damage is exacerbated and Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) 

is generated, which can cause damage to other organs such as kidney, liver, brain, and 

reproductive organs, eg.e.g. the testicles. During spermatogenesis the blood-testicular 

barrier (BTB) provides immune privilege to the germ cells in meiosis. The BTB is constituted 

by tight junctions and ectoplasmic specializations, formed by cell adhesion proteins. Tight 

junctions are regulated by numerous molecules, including cytokines. An increase in cytokine 

concentration at the systemic level occurs during ischemia-reperfusion (I/R). This can 

negatively affect the formation and maintenance of cell junctions in the BTB and 

spermatogenesis. The aim of this work was to evaluate the effects of I/R in gastric mucosa, 

on the tissue organization of seminiferous tubules, on the expression levels and localization 

of cell adhesion molecules in the BTB and on the levels of TNF-α in serum and testis. For 

this purpose, 4 experimental groups were formed: control (n=4), Sham (n=3), I/R 60 min/24 

h (n=3) and I/R 120 min/24 h (n=3). Ischemia was induced by clamping the celiac artery for 

60 or 120 min and reperfusion was allowed for 24 h. The integrity of the seminiferous tubules 

was evaluated by Johnsen score and observed decrease in the average of the 60 min/24h 

and 120 min/24 h I/R groups, while morphometric parameters such as diameter and area of 

the seminiferous epithelium showed an increase in the 120 min/24 h I/R group, the thickness 

of the seminiferous epithelium showed an increase in the 60 min/24 h I/R group. The 

frequency of seminiferous epithelium cycle stages was not altered in I/R groups. The 

expression of claudin-11, evaluated by western blot, showed a tendency to decrease its 

expression in the 60 min/24 h and 120 min/24 h I/R groups, while connexin-43 showed a 

tendency to increase in the 120 min/24 h I/R group, and its localization evaluated by 

immunohistochemistry was not modified. Finally, TNF-α levels in serum and testis assessed 

by ELISA tended to decrease in the 120 min/24 h I/R group.  In conclusion, the I/R model in 

gastric mucosa generates morphometric changes in seminiferous tubules, the expression 

of claudin-11 and connexin-43 molecules in testis and serum and testicular TNF-α levels 

tend to change. These changes could be related to systemic alterations caused by I/R times 

in the gastric mucosa.
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1. INTRODUCCIÓN

Se le conoce como isquemia-reperfusión (I/R) a la condición patológica que se caracteriza 

por la interrupción del suministro de sangre a determinado órgano o tejido con lo cual se 

compromete la oxigenación y se genera daño tisular. Después del evento de isquemia se 

presenta una restauración del flujo sanguíneo y una reoxigenación gradual. 

Paradójicamente la restauración del flujo sanguíneo exacerba el daño tisular y causa una 

respuesta inflamatoria aguda. Las causas más comunes de isquemia son oclusiones 

arteriales debidas a trombos, infartos, cirugía cardiovascular, trasplante de órganos, entre 

otros (Eltzschig & Eckle, 2011). 

Durante la isquemia, la falta de oxigenación incrementa en la permeabilidad vascular, 

muerte celular y el inicio de una respuesta inflamatoria (Idrovo et al., 2014). En el caso de 

la I/R de la mucosa gástrica la restauración del flujo sanguíneo y la reoxigenación conducen 

a translocación bacteriana del lumen intestinal a la circulación sanguínea, con lo que se 

pude generar sepsis, respuestas inflamatorias y estrés oxidante (Li et al., 2021). 

En pacientes en estado crítico, que han sido sometidos a cirugía cardiovascular, con 

hipovolemia y aquellos padecimientos que comprometen el flujo sanguíneo, existe un déficit 

del flujo sanguíneo a la piel, músculos estriados y órganos esplácnicos, consecuencia de la 

liberación endógena de vasoconstrictores (como vasopresina o angiotensina II). Estos 

vasoconstrictores ocasionan que el flujo sanguíneo se redistribuya hacia órganos vitales 

como el cerebro, el corazón y los riñones (Arnold et al., 1994). Dicha deficiencia de flujo 

sanguíneo provoca que la mucosa gástrica sea uno de los primeros órganos en sufrir daños, 

que se reflejan como daño isquémico. Dicho daño isquémico es provocado por el bajo 

suministro de oxígeno y de nutrientes (Beltran et al., 2006). 

En pacientes en estado de choque, en los cuales hay daño tisular severo por hipoperfusión 

y reperfusión o I/R, se genera una respuesta inflamatoria, primero local y luego sistémica 

que puede desencadenar el síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS por  las 

siglas en inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome), como consecuencia de la 

liberación endógena de patrones moleculares asociados a daño (DMAPs por las siglas en 

inglés Damage Molecular Asociated Patrons) o alarminas. Los DAMPs son producidos por 

neutrófilos y células necróticas y activan a otras células del sistema inmune, incluyendo 

monocitos y neutrófilos (Lord et al., 2014). Los DAMPs activan también el sistema de 
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complemento, el cuál es considerado el principal responsable del inicio del SIRS, dado que 

está relacionado con el inicio del síndrome de liberación de citocinas (CRS por sus siglas 

en inglés) o tormenta de citocinas (CS por sus siglas en inglés) y la cascada de coagulación, 

lo cual puede conducir al desarrollo de síndrome de disfunción orgánica múltiple (MODS 

por sus siglas en inglés) y posteriormente a falla orgánica múltiple (MOF por sus siglas en 

inglés) (Huber-Lang et al., 2013).  

Cuando la mucosa gástrica se encuentra bajo condiciones de I/R se presenta el SIRS, pues 

se observa un incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias, como el factor de 

necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina (IL) 6 e IL-1α, y de citocinas antiinflamatorias, 

como el factor de crecimiento tumoral β (TGF-β) y la IL-10  (Magierowska et al., 2019). El 

TNF- α induce cambios en la organización tisular de los túbulos seminíferos, como se ha 

mostrado en modelos de inflamación sistémica inducida por la administración de 

lipopolisacáridos (LPS) bacterianos (Bryan et al., 2020); mientras que IL-1α induce la 

expresión de conexina 43 (Cx43), importante para llevar a cabo la espermatogénesis (Lui 

& Cheng, 2007). 

2. MARCO TEÓRICO

2.1 Mecanismos de daño tisular por isquemia-reperfusión 

Al obstruir el flujo sanguíneo se genera hipoxia, lo cual ocasiona un fallo en la cadena 

respiratoria y disminución de la síntesis de ATP. Bajos niveles de ATP y la falta de oxígeno 

promueven el metabolismo anaerobio, loque genera un incremento la síntesis de lactato, 

fallas en la bomba de Sodio-Potasio (Na+- K+-ATPasa) que causan retención de sodio en 

el citoplasma de las células y potasio en el exterior de las células, fallas en las bombas de 

calcio (Ca2+-ATPasa), lo que limita el influjo de calcio al interior de retículo endoplásmico y 

también se induce el desensamblaje de los ribosomas. Por otro lado, el metabolismo 

anaerobio produce bajos niveles de ATP en comparación con el metabolismo aerobio, al 

mismo tiempo que provoca acumulación de lactato y con ello, acidosis metabólica. En 

conjunto la acumulación de iones de hidrógeno, sodio, potasio y calcio ocasiona 

hiperosmolaridad e induce el flujo de agua al citoplasma, provocando edema celular. 

Adicionalmente la retención de iones de hidrógeno disminuye el pH celular, lo que reduce 

la actividad enzimática, al mismo tiempo que disminuye la expresión génica y con ello la 

concentración de enzimas antioxidantes, por lo cual el estrés oxidante aumenta (Wu et al., 

2018). 
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Al restaurar el flujo sanguíneo, se restaura también el suministro de oxígeno al tejido, lo 

cual exacerba aún más el daño celular y conduce a la formación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), a través de vías enzimáticas como la de la xantina oxidorreductasa y la 

sintasa inducible de óxido nítrico (iNOS). La xantina oxidorreductasa durante el estado 

hipóxico aumenta su afinidad por O2 y genera radicales superóxidos. La iNOS durante el 

estado hipóxico produce especies reactivas de nitrógeno que contribuyen a generar estrés 

oxidante. Las ROS ocasionan disfunción endotelial, daño al ADN y respuesta inflamatoria. 

Así, la respuesta inflamatoria y el estrés oxidativo pueden conducir a muerte celular, ya sea 

por apoptosis o necrosis (Wu et al., 2018).  

Durante la respuesta inflamatoria que se da en la reperfusión, numerosos  macrófagos, 

neutrófilos y linfocitos son reclutados al órgano isquémico y en conjunto con las células 

endoteliales pueden generar ROS, citocinas proinflamatorias tales como TNF-α y un 

aumento en la producción de NO (de Groot & Rauen, 2007). De igual forma la isquemia se 

asocia con un aumento en la concentración tisular de IL-17A, la cual induce una infiltración 

de neutrófilos y macrófagos y promueve la necrosis en órganos periféricos como el riñón y 

el intestino delgado después de un proceso de I/R en hígado, lo que se atribuye 

principalmente SIRS (Park et al., 2011).  

2.2 Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) 

El SIRS se presenta comúnmente en pacientes en estado crítico o de choque como una 

respuesta sistémica a diversos estresores, como: trauma, cirugía mayor, inflamación aguda, 

infecciones o I/R. Cuando el SIRS se presenta como respuesta a un proceso infeccioso se 

le denomina “sepsis” y las alteraciones sistémicas que se presentan durante dicho 

padecimiento, como la liberación masiva de citocinas pueden conducir al desarrollo de MFO 

y culminar en la muerte del paciente (Chakraborty & Burns, 2022).  

El evento característico del SIRS se llama síndrome de liberación de citocinas (CRS) o 

tormenta de citocinas (CS), durante el cual incrementa la liberación sistémica de citocinas 

proinflamatorias (TNF-α e IL-6 principalmente) y antiinflamatorias (IL-10 y TGF-β 

principalmente). La CS puede afectar a otros órganos de manera negativa, al promover 

incrementos locales en los niveles de citocinas (Jarczak & Nierhaus, 2022).  

El SIRS como consecuencia de daño tisular (trauma o I/R), se debe a la liberación endógena 

de DAMPs y alarminas por daño celular mecánico o necrosis. Los DAMPs, pueden tener 

distintos orígenes y pueden ser moléculas no relacionadas entre sí, el ADN mitocondrial y 
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los péptidos formilados mitocondriales (FP). Ambos liberados durante la necrosis y pueden 

activar y reclutar a los neutrófilos circulantes, esto induce en ellos un fenotipo 

proinflamatorio y con ello el SIRS (Figura 1) (Zhang et al., 2010). Las alarminas liberadas 

durante el daño tisular son: 1) “high mobility group box 1” (HMGB1), una proteína nuclear 

con una alta actividad proinflamatoria (por reclutamiento de células inflamatorias) que es 

liberada por macrófagos en respuesta a LPS, TNF-α e IL-1β; 2) proteínas S100, proteínas 

de unión a calcio liberadas por fagocitos en los sitios de inflamación o por células necróticas, 

que incrementan la permeabilidad vascular (Bianchi, 2007); 3) proteínas de choque térmico 

(HSP), chaperonas moleculares con actividad de reclutamiento de células inflamatorias; 4) 

ATP extracelular, el cual es liberado por las células necróticas, por lo que actúa como una 

co-alarmina pues complementa la inflamación inducida por DAMPs mitocondriales (Pugin, 

2012).  

Los DAMPs y alarminas liberados en el tejido dañado también activan el sistema del 

complemento, al inducir el rápido incremento de las anafilotoxinas C3a y C5a  en suero, 

con lo que contribuyen a desencadenar el SIRS (Burk et al., 2012; Lord et al., 2014). El 

sistema del complemento tiene como principales funciones la eliminación de 

microorganismos cuando se presenta sepsis y la eliminación de células dañadas (trauma o 

I/R). Sin embargo, puede desencadenar el descontrol en la respuesta inflamatoria (SIRS) y 

en los sistemas de coagulación, empeorando el estado del paciente y conduciendo a MOF 

(Huber-Lang et al., 2013; Rittirsch et al., 2012). Aunque el mecanismo exacto, por el cual 

inicia el SIRS no se conoce con exactitud, existe evidencia de que el daño tisular severo 

modifica el transcriptoma de los leucocitos circulantes, incrementando la expresión de 

genes relacionados con la respuesta a citocinas proinflamatorias (IL-6) y antiinflamatorias 

(IL-10) y de genes relacionados con la extravasación; estos últimos podrían estar 

relacionados con el inicio del SIRS (Xiao et al., 2011).  
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Figura  1. Daño tisular y desarrollo de SIRS. Abreviaturas: Patrones moleculares asociados a daño 

(DAMPs), patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), falla orgánica múltiple (MOF), 

síndrome de disfunción orgánica múltiple (MODS) y síndrome de respuesta inflamatoria sistémica 

(SIRS) (modificado de Huber-Lang et al., 2013). 

Una vez que los microorganismos o las células dañadas han sido eliminadas, el SIRS se 

resuelve con una respuesta antiinflamatoria sistémica, en la cual incrementan los niveles 

de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-β, así como de los antagonistas de los 

receptores de citocinas proinflamatorias, como el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA) 

(Lord et al., 2014). Esta respuesta antiinflamatoria sistémica recibe el nombre de síndrome 

de respuesta antiinflamatoria compensatoria (CARS) y se presenta por días o semanas, 

mientras que los niveles de citocinas proinflamatorias disminuyen hasta alcanzar niveles 

basales (Gentile et al., 2012). Sin embargo, el CARS puede desencadenar 

inmunosupresión. Esto debido a que un incremento en los niveles de citocinas 

antiinflamatorias, en conjunto con elevados niveles de péptidos del sistema del 

complemento como C5a generan inmunosupresión. C5a en elevadas concentraciones (100 
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nM) reduce la expresión de sus propios receptores (C5aR y C5L2) en neutrófilos, lo cual se 

relaciona con menor producción de citocinas proinflamatorias como IL-8 en pacientes que 

presentan SIRS (Xu et al., 2016), reducción en la capacidad de los neutrófilos para 

responder a C5a y a PAMPs y muerte de timocitos, aumentando el riesgo de sepsis y con 

ello contribuyendo al desarrollo de SIRS y posterior MOF (Ward, 2004).  

Las alteraciones en los niveles de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias que se 

presentan durante el SIRS, pueden tener efectos en órganos periféricos, como el testículo, 

en el cuál las citocinas regulan varios procesos (Lui & Cheng, 2007) 

2.3 Síndrome de respuesta inflamatoria sistémica y su influencia en la organización 

tisular de los túbulos seminíferos 

Actualmente no se ha evidenciado que las alteraciones sistémicas que se presentan 

durante la I/R se extiendan a los órganos reproductivos. Sin embargo, en padecimientos 

que  involucran la respuesta inflamatoria sistémica como la exposición a LPS, si se han 

observado alteraciones morfológicas. Cuando se administra LPS por vía intraperitoneal a 

ratas macho adultas se observa desorganización del epitelio seminífero, degeneración de 

las espermátidas redondas tempranas y apoptosis de los espermatocitos en paquiteno; 

adicionalmente, la capacidad de las células de Leydig para responder a LH se  afectada, lo 

repercute en el proceso espermatogénico  al reducirse los niveles de testosterona. Los 

efectos anteriormente mencionados se cree son debido a la producción de citocinas 

proinflamatorias locales durante la respuesta inflamatoria sistémica, como TNF-α e IL-6 

(Bryan et al., 2020).  

En modelos de I/R en el tracto gastrointestinal se observa que aumentan los niveles 

circulantes de IL-1, IL-6 y TNF-α (Stallion et al., 2005), que pueden inducir cambios en la 

organización tisular de los túbulos seminíferos. La inflamación sistémica ocurre durante el 

proceso de isquemia-reperfusión, en pacientes con síndrome de falla multiorgánica (MSFO) 

y en modelos animales de isquemia reperfusión en riñón, testículo y mucosa gástrica se 

observa incremento en la concentración sérica de citocinas como TNF-α, IL-6 e IL-1 (Pinsky 

et al., 1993; Han & Lee, 2019; Sekmenli et al., 2017). 

Durante el SIRS que se presenta en I/R, incrementan los niveles séricos de citocinas pro y 

antiinflamatorias (Jarczak & Nierhaus, 2022). Las citocinas son importantes reguladoras de 

la barrera hematotesticular (BTB) y de la espermatogénesis (Tabla 1).  
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Tabla 1. Efectos de las citocinas más importantes en la regulación de la  barrera 

hematotesticular (BTB) y la espermatogénesis. 

 

Citocina Efecto Secreción/Expresión Acciones 

TNF-α Proinflamatorio 

Células germinales y 

macrófagos 

intersticiales (Li et al., 

2009) 

↓ ocluidina y claudina 11. 

Permite la migración de 

espermatocitos preleptoteno al 

reestructurar la BTB (Lui & Cheng, 

2007). 

TGF-β Antiinflamatorio 

Células de Sertoli y 

células germinales 

(Xia et al., 2009) 

↓claudina 11, ocluidina y ZO-1 

Induce reestructuración de la BTB, 

modula la endocitosis y expresión 

de moléculas de adhesión (Lui 

et al., 2001) 

IL-1α Proinflamatorio 
Células de Sertoli (Li 

et al., 2009). 

↑ RNAm de conexina 43 (Fiorini 

et al., 2006). 

Regula ensamblaje de 

citoesqueleto (Chojnacka et al., 

2016). 

IL-6 Proinflamatorio 
Células de Leydig  

(Pérez et al., 2012) 

Relocalización de claudina 11 y 

conexina 43 (Pérez et al., 2012) 

Efecto dependiente de 

concentración: si es baja 

incrementa expresión de ocluidina, 

si es alta disminuye la expresión 

(Zhang et al., 2015) 

IL-10 Antiinflamatorio 

Macrófagos 

testiculares (Chen 

et al., 2016) 

Mantenimiento del privilegio 

inmune (Cheng et al., 2016) 

Regulación de la 

espermatogénesis (Białas et al., 

2009) 
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2.4 Organización tisular del testículo de rata 

Los testículos son órganos ovoides que se encuentran en el interior del saco escrotal, fuera 

de la cavidad abdominal. En la rata cada testículo  mide aproximadamente 20 mm de 

longitud y tiene 14 mm de diámetro. Estos están conectados con la pared abdominal a 

través de cordones espermáticos adheridos al saco escrotal por los ligamentos escrotales 

y cada testículo se encuentra suspendido en el extremo de un saco musculofascial, 

alargado y continuo con la pared anterior del abdomen (Maynard & Downes, 2019).  

El testículo posee una organización tisular característica de un órgano capsular, posee una 

cápsula y varios lobulillos. 

2.4.1 Cápsula 

La cápsula está compuesta por tres capas, las túnicas vaginal, albugínea y vasculosa. La 

túnica vaginal está formada por tejido conectivo denso que envuelve parcialmente al 

testículo y forma el mesorquio. El mesorquio contienen los vasos sanguíneos y al 

mediastino testicular. La túnica albugínea está compuesta de tejido conectivo denso 

irregular hecho principalmente de fibras de colágeno dispuestas en haces de manera 

irregular. La túnica vasculosa presenta una composición similar a la túnica albugínea pero 

con un gran contenido de vasos sanguíneos grandes y haces de fibras nerviosas no 

mielinizadas (Leeson & Cookson, 1974; Maynard & Downes, 2019) 

2.4.2 Lobulillos 

Los lobulillos son estructuras delimitadas por los tabiques. Cada lobulillo contiene de uno a 

cuatro túbulos seminíferos plegados sobre sí mismos. El espacio intersticial entre los 

túbulos seminíferos se encuentra compuesto por células de Leydig, vasos linfáticos y 

sanguíneos (Pawlina, 2020). 

2.4.3 Células de Leydig 

Las células de Leydig son células grandes, poligonales que contienen gotas lipídicas, se 

encuentran en los espacios intersticiales entre los túbulos seminíferos.  Las células de 

Leydig secretan esteroides, testosterona principalmente, por lo que contienen un retículo 

endoplásmico liso muy desarrollado (Li et al., 2012).  
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2.4.4 Túbulos seminíferos 

Dentro de los túbulos seminíferos se lleva a cabo la espermatogénesis, proceso por el cuál 

son producidos los espermatozoides. Dentro de los túbulos seminíferos se encuentra el 

epitelio seminífero (Figura 2), el cual está compuesto por las células de Sertoli, las células 

espermatogénicas y la lámina propia. 

2.4.5 Células de Sertoli 

Las células de Sertoli conforman la pared de los túbulos seminíferos; son células cilíndricas 

con evaginaciones apicales y laterales, con las cuales rodean a las células 

espermatogénicas contiguas. Las células de Sertoli interactúan con la membrana basal, 

son capaces de ensamblar y desensamblar uniones celulares entre ellas y con las células 

germinales, lo que es pieza clave en el proceso de espermatogénesis (Griswold, 2018).  

2.4.6 Células espermatogénicas 

Las células espermatogénicas son aquellas que se dividen regularmente para dar lugar a 

espermatozoides maduros. Las células espermatogénicas derivan de las células 

germinales primordiales, están organizadas en capas poco definidas de desarrollo 

progresivo y se ubican entre las células de Sertoli (França et al., 1998). Las células 

espermatogénicas surgen a partir de la división asimétrica de las células madre 

espermatogénicas, que durante la mitosis generan una célula madre espermatogénica y 

una espermatogonia. La espermatogonia lleva a cabo divisiones mitóticas sucesivas para 

dar origen a diferentes tipos de espermatogonias y a los espermatocitos. Los 

espermatocitos llevan a cabo la meiosis para dar origen a las espermátidas haploides., 

Mediante el proceso de diferenciación las espermatidas haploides dan origen a los 

espermatozoides (Wang et al., 2022). Las células madre espermatogénicas y las 

espermatogonias se encuentran en contacto con la lámina basal del túbulo seminífero, 

mientras que, las espermátidas están ancladas en la porción apical de las células de Sertoli 

(Meistrich & Hess, 2013). 

2.4.7 Lámina propia 

La lámina propia está compuesta por tejido conjuntivo estratificado que carece de 

fibroblastos típicos. En mamíferos la lámina propia incluye varias capas de células 

peritubulares mioides y fibras de colágeno ubicadas en la parte exterior. Las células 

peritubulares mioides poseen características de células musculares lisas, por lo que pueden 
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contraerse rítmicamente para crear ondas que ayudan al movimiento de los 

espermatozoides y líquido testicular a lo largo de los túbulos seminíferos (Figura 2) 

(Pawlina, 2020).  

 

Figura  2. Estructura y organización del testículo y  túbulos seminíferos de la rata. A) Diagrama que 

muestra la organización tisular del testículo en tabiques, lobulillos. B) Diagrama y corte histológico 

que muestran la organización celular de los túbulos seminíferos. El inserto en B muestra un corte 

histológico de túbulo seminífero (arriba izquierda), tinción H&E a X50) (Maynard & Downes, 2019). 

Abreviaturas: Células peritubulares mioides (PTM) y células de Leydig (LC) (modificado de Smith y 

Walker, 2015). 

2.5 Espermatogénesis 

La espermatogénesis es un proceso cíclico a través del cual se producen los 

espermatozoides en el epitelio seminífero. La espermatogénesis empieza cuando las 

espermatogonias inician una serie divisiones mitóticas con citocinesis incompleta para 

formar cadenas de espermatogonias y culmina cuando las espermátidas son liberadas a la 

luz del túbulo seminífero mediante un proceso llamado espermiación (Figura 3) (Dong et al., 

2022). 
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Figura  3. Espermatogénesis. Diagrama que muestra las divisiones celulares que ocurren durante 

el proceso de espermatogénesis, en el que las SSC dan origen a las espermatogonias, las 

espermatogonias a los espermatocitos primarios y estos a los espermatocitos secundarios, que a su 

vez dan origen a las espermatogonias, las cuales llevan a cabo la espermiogénesis para 

diferenciarse en espermatozoides. Abreviaturas: Células madre espermatogénicas (SSC).  

(modificado de Valli et al., 2015). 

2.5.1 Modelo As de células madre espermatogénicas 

El modelo de las células madre espermatogénicas As fue propuesto a 

inicios de los 70´s, este modelo propone que las células madre 

espermatogénicas residen en la lámina basal de los túbulos 

seminíferos. En el modelo las células madre espermatogénicas se 

denominan Aseparadas (As) y pueden dividirse por mitosis para 

regenerarse a sí mismas o para generar espermatogonias Apareadas 

(Apr). Las Apr dan origen a las espermatogonias Aalineadas (Aal). En ese 

punto las espermatogonias no están diferenciadas. Cuando comienzan 

a diferenciarse las Aal dan origen a las espermatogonias A1. El 

proceso continúa con la generación progresiva de las espermatogonias 

A2, A3, A4 e intermedias. Posteriormente, las espermatogonias 

intermedias dan origen a los espermatocitos primarios y secundarios, 

los cuáles generan las espermátidas (Figura  4) (Valli et al., 2015). 

El proceso de espermatogénesis se divide en tres fases: la división 

de las espermatogonias, espermatocitos hasta la formación del 

Figura  4. Modelo As 
de espermatogénesis 
(modificado de Valli 
et al., 2015)  
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espermatozoide maduro: espermatogonia, espermatocítica, de espermátida o 

espermiogénesis. 

2.5.2 Fase de espermatogonia 

Las espermatogonias As se dividen por mitosis, si estas completan la cariocinesis producen 

dos espermatogonias As y si no la completan permanecen unidas por puentes 

citoplasmáticos y dan origen a las espermatogonias Apr. Las espermatogonias Apr se dividen 

nuevamente por mitosis para generar  cuatro espermatogonias que ahora se denominan 

Aal y que continúan dividiéndose por mitosis para formar cadenas de 8, 16 y hasta 32 

espermatogonias Aal. Estas cadenas largas de espermatogonias Aal cesan la actividad 

mitótica y comienzan a diferenciarse en espermatogonias A1 (Tagelenbosch & de Rooij, 

1993). Las espermatogonias A1 entran en mitosis y dan origen a las espermatogonias A2, 

las cuales generan a las espermatogonias A3, que a su vez producen a las espermatogonias 

A4. Las espermatogonias A4 dan origen a las espermatogonias intermedias y estas últimas 

a las espermatogonias tipo B que, mediante una última división mitótica, generan a los 

espermatocitos primarios en preleptoteno (Phillips et al., 2010; Valli et al., 2015). 

2.5.3 Fase espermatocítica 

Los espermatocitos primarios en preleptoteno se sitúan cercanos a la membrana basal del 

túbulo seminífero, llevan a cabo la meiosis I y se encuentran en la profase I. Los 

espermatocitos primarios en leptoteno y zigoteno avanzan en la profase I migran hacia la 

luz del túbulo seminífero, gracias a la reestructuración de las uniones celulares existentes 

entre las células de Sertoli (Russell, 1977). En los espermatocitos primarios en paquiteno 

ocurre el proceso de recombinación genética entre los cromosomas. Una vez que los 

espermatocitos culminaron el proceso de recombinación genética, el uso meiótico se 

ensambla y los cromosomas comienzan a migrar hacia la placa metafásica, los 

espermatocitos en este punto se denominan espermatocitos en diacinesis. Los 

espermatocitos primarios que entran en metafase I son 4n debido a la recombinación 

genética. La meiosis I culmina con la telofase I que da como resultado dos células hijas 2n, 

que ahora se denominan espermatocitos secundarios. Los espermatocitos secundarios 

llevan a cabo la meiosis II y dan origen a las espermátidas. Durante la meiosis II no hay 

síntesis de material genético y por lo cual las espermátidas resultantes son 1n (Hess & de 

Franca, 2009; Iwasa & Marshall, 2019). 
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2.5.4 Fase de espermátida o espermiogénesis 

Durante esta fase ocurre la diferenciación de las espermátidas hacia espermatozoides. En 

la rata, la fase de espermiogénesis se divide en cuatro subfases: 1) de Golgi, 2) de 

casquete, 3) de acrosoma y 4) de maduración.  Las fases a su vez se dividen en 19 estadios 

de diferenciación de las espermátidas (Figura 5). 

1. Fase de Golgi: durante esta fase se forma el “gránulo acrosomal” a partir del aparato 

de Golgi y comprende tres estadios (1-3): 1) las espermátidas presentan estructuras 

esféricas en la zona  perinuclear del aparato de Golgi (idiosoma) y son visibles dos 

centriolos en su citoplasma, 2) aparecen de uno a dos gránulos pro acrosomales en 

el idiosoma y 3) los gránulos pro acrosomales se fusionan  para formar el gránulo 

acrosomal. 

2. Fase de casquete: el gránulo acrosomal crece y la espermátida comienza a perder 

su forma redonda. Esta fase está conformada por los cuatro estadios siguientes (4-

7): 4) el gránulo acrosomal se aplana; 5) la membrana del gránulo acrosomal 

protruye fuera de este y se extiende sobre la superficie del núcleo; 6) la membrana 

de la espermátida forma un “casquete” definido sobre el gránulo acrosomal, el 

idiosoma se separa de éste y los centriolos con filamentos elongados se posicionan 

cerca del núcleo; 7) el casquete alcanza su tamaño máximo y el gránulo acrosomal 

no posee una orientación definida.  

3. Fase de acrosoma: el casquete  y el gránulo acrosomal se orientan hacia la 

membrana basal del túbulo seminífero, el gránulo acrosomal adquiere una forma 

aguzada. Esta fase la conforman siete estadios (8-14): 8) el gránulo acrosomal y el 

casquete se orientan hacia la membrana basal del túbulo seminífero, mientras que 

el citoplasma y los centriolos migran al extremo opuesto del núcleo; 9) el núcleo se 

aplana ligeramente y protruye hacia el casquete, el gránulo acrosomal se elonga; 

10) el extremo caudal del casquete se extiende hacia la región caudal del núcleo y 

el extremo apical adquiere una forma aguzada; 11) el núcleo y el casquete se 

elongan aún más; 12) el núcleo alcanza su longitud máxima; 13) el núcleo se vuelve 

más delgado y el citoplasma se condensa a lo largo del flagelo en formación; 14) el 

núcleo se contrae y se vuelve más corto. 

4. Fase de maduración: durante esta fase la espermátida se convierte en 

espermatozoide. Esta fase está conformada por cinco estadios (15-19): 15) se forma 

una estructura similar a una membrana a lo largo del extremo dorsal de la célula, 
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entre el extremo caudal del acrosoma y el ángulo dorsal del núcleo, comienza a 

formarse la pieza media; 16) la estructura similar a una membrana desaparece y el 

acrosoma se extiende caudalmente hasta el ángulo dorsal; 17) el acrosoma y el 

casquete se desplazan frontalmente respecto al núcleo; 18) el citoplasma se 

desplaza de la pieza media a la cabeza para ser fagocitado por la célula de Sertoli 

y formar el cuerpo residual y 19) la espermátida se separa del epitelio seminífero y 

pasa a denominarse espermatozoide (Hess & de Franca, 2009; Leblond & Clermont, 

1952). 

2.5.5 Ciclo del epitelio seminífero 

El proceso de espermatogénesis en la rata tiene una duración de 48-53 días. Durante este 

proceso es posible observar distintas asociaciones celulares en el epitelio seminífero, 

mediante cortes transversales de los túbulos seminíferos (las características celulares y 

nucleares de todos los tipos celulares se describen en el anexo 14.2.6).  En dichas 

asociaciones se observan desde espermatogonias hasta espermátidas en diferentes fases 

(Meistrich & Hess, 2013). En la rata se han descrito 14 diferentes asociaciones celulares 

que  forman el ciclo del epitelio seminífero y se denominan estadios (Figura 5) (Clermont & 

Harvey, 1965).  
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Figura  5. Ciclo del epitelio seminífero en rata. Cada columna muestra la organización celular de 

cada estadio del ciclo del epitelio seminífero (estadios I a XIV). Abreviaturas: generaciones de los 

cuatro tipos de espermatogonias tipo A (A1-4), espermatogonias intermedias (In), espermatogonias 

tipo (B), espermatocitos en preleptoteno (Pl), espermatocitos en leptoteno (L), espermatocitos en 

cigoteno (Z), espermatocitos en paquiteno (P), espermatocitos en diacinesis (Di), espermatocitos 

secundarios (II) y espermátidas en diferenciación (1-19) (Tomado de Smith & Walker, 2014). 

En la rata los estadios del ciclo del epitelio seminífero se distribuyen longitudinalmente a 

manera de ondas a lo largo de túbulo seminífero, de tal manera que en un corte transversal 

del túbulo seminífero se observa un solo estadio del ciclo de epitelio seminífero en todo el 

epitelio. En secciones longitudinales de 3 – 10 mm y van cambiando conforme avanza el 

proceso de espermatogénesis (Figura 5) (Perey, 1961). 

A lo largo de los estadios del ciclo del epitelio seminífero la barrera hematotesticular (BTB, 

por sus siglas en inglés) presenta una serie de adecuaciones que permiten garantizar el 

mantenimiento de condiciones estables durante el paso de los espermatocitos preleptoteno 

de la membrana basal al compartimento luminal (Yan et al., 2008). La BTB está compuesta 

por diferentes tipos de uniones celulares que dividen al epitelio seminífero, proveen una 

función de barrera y confieren el privilegio inmune a los espermatocitos (Meng et al., 2022). 
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2.6 Barrera Hemato-Testicular (BTB) 

La espermatogénesis  está regulada por una serie de factores endógenos, que incluyen a 

la testosterona, la hormona folículo estimulante, la hormona luteinizante y los estrógenos 

(O’Donnell et al., 2000).  El epitelio seminífero está conformado por las células de Sertoli, 

éstas presentan proyecciones citoplasmáticas extensas, las cuales entran en contacto con 

las células de Sertoli adyacentes. Dichas proyecciones forman la base de las uniones 

celulares especializadas en el epitelio seminífero. Las uniones célula Sertoli-célula de 

Sertoli forman la barrera hematotesticular y se reestructuran a medida que se desarrollan 

las células germinales y pasan a través del epitelio seminífero, las células de Sertoli tienen 

como principal función proporcionar nutrientes y factores de crecimiento a las células 

germinales en desarrollo (Mruk & Cheng, 2015).   

La BTB por sus siglas en inglés divide al epitelio seminífero en dos compartimientos: el 

compartimiento basal y el compartimiento apical (adluminal). El compartimiento basal 

contiene espermatocitos en leptoteno y preleptoteno y espermatogonias, en el 

compartimiento apical se encuentran sólo células meióticas y postmeióticas y en este 

compartimiento  se lleva a cabo la Meiosis 1 y 2, espermiogénesis y espermiación (Cheng 

& Mruk, 2012). Sin embargo, los espermatocitos preleptóticos se mueven hacia la luz del 

túbulo seminífero, a través de las uniones estrechas que forman la BTB y continúan su 

desarrollo hasta completarlo en la luz del túbulo seminífero. Lo anterior indica que el 

mantenimiento de la integridad de las uniones de la BTB es necesaria para la 

espermatogénesis, ya que si las uniones Sertoli-Sertoli se desensamblan las células 

germinales no podrán completar su desarrollo (Smith & Walker, 2014). La BTB además crea 

una barrera inmunológica que impide el contacto de antígenos provenientes de la 

circulación sistémica con las espermátidas, evitando así la creación de anticuerpos anti-

espermatozoides (Su et al., 2010). 

2.6.1 Estructura de la barrera hemato-testicular (BTB) 

La barrera hematotesticular está compuesta por tres componentes principales: a) una 

barrera física, compuesta por las uniones de las células de Sertoli, b) una barrera fisiológica, 

formada por los transportadores de las células de Sertoli, que controla el movimiento de 

sustancias hacia y desde la luz del túbulo seminífero, y c) una barrera inmunológica, 

formada por factores inmunoreguladores y mecanismos de tolerancia. Los tres 

componentes forman un ambiente adecuado en la región adluminal que es inmunoprotector 
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y controlador de las condiciones bioquímicas para permitir el proceso de maduración de las 

células germinales meióticas y post-meióticas (Stanton, 2016). 

En el epitelio seminífero existen 4 diferentes tipos de uniones celulares: uniones ocluyentes 

(TJ por sus siglas en inglés), especializaciones ectoplásmicas, desmosomas y uniones 

comunicantes. Las TJ coexisten y funcionan en conjunto con las especializaciones 

ectoplásmicas para formar la BTB entre células de Sertoli, los desmosomas se encuentran 

principalmente entre espermatocitos y células de Sertoli, las uniones comunicantes 

funcionan como canales que permiten la difusión de metabolitos, segundos mensajeros, 

iones y moléculas con pesos menores a 1 kDa, se encuentran en las regiones de la 

membrana plasmática que contiene TJ y especializaciones ectoplasmáticas basales. Las 

TJ, especializaciones ectoplásmicas y las uniones comunicantes se unen a los 

microfilamentos de actina y los desmosomas se unen a los filamentos intermedios para 

anclarse al citoesqueleto (Figura 6) (Cheng & Mruk, 2012). 

 

Figura  6. Tipos de uniones celulares en el epitelio seminífero de rata adulta. La figura muestra la 

disposición de los diferentes tipos de células espermatogénicas y las uniones celulares que se 

presentan entre células se Sertoli, y entre células de Sertoli y células espermatogénicas en el epitelio 

seminífero (modificado de Mruk & Cheng, 2015). 
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2.6.2 Importancia de las uniones ocluyentes en el mantenimiento y función de la BTB 

Las TJ están formadas por proteínas integrales de membrana, como lo son ocluidinas y 

claudinas, proteínas periféricas de membrana como zónula ocludens 1-2 (ZO-1 y ZO-2), 

proteínas de señalización como c-Src y PKC-α y proteínas transportadoras como Cdc42 y 

Rab3B (Mruk & Cheng, 2004). Entre las proteínas integrales de membranas más 

importantes se encuentra la caudina 11 (Cld11), pues se considera esencial para que la 

espermatogénesis se pueda llevar a cabo (Figura 7) (Stanton, 2016). De hecho, en 

ausencia de Cld11 se desarrolla esterilidad, pues esta regula la maduración de las células 

de Sertoli. Cuando Cld11 no se expresa las espermátidas elongadas no continúan con su 

diferenciación, el lumen de los túbulos seminíferos no está bien definido y las espermátidas 

en general presentan una localización anormal. Cabe destacar que dichas alteraciones se 

observan a partir del día 28 postnatal. En días posteriores (hasta el día 60 postnatal) las 

células de Sertoli no se vuelven quiescentes y adquieren características de células de 

Sertoli no maduras (proliferación y pérdida de polaridad), forman agregados en la 

membrana basal de los túbulos. Adicionalmente, en ausencia de Cld11 incrementa la 

expresión de genes relacionados con el citoesqueleto, y las uniones ocluyentes y 

adherentes esto muestra que Cld11 no solo regula la maduración de las células de Sertoli, 

también regula el ensamblaje de las uniones ocluyentes y el mantenimiento de la estructura 

del epitelio seminífero (Mazaud-Guittot et al., 2010).  

Las claudinas y las ocluidinas son proteínas pertenecientes a la familia de las tetraspaninas, 

las cuales poseen cuatro dominios transmembranales, dos asas externas y dos colas 

citoplasmáticas cortas (Kierszenbaum & Tres, 2012).  

Los agregados de diferentes tipos de claudinas diversifican y le confieren diferentes 

propiedades de barrera/canal a las TJ, de modo que se permite la difusión selectiva de 

solutos por la vía paracelular (Furuse, 2010). Las claudinas crean zonas de adhesión de 10 

nm a través del espacio intercelular, en esas zonas forman poros que permiten el paso de 

pequeños solutos (Anderson & Van Itallie, 2009). Las TJ restringen el paso de moléculas 

grandes y células a través de la BTB, con lo que crean un microambiente apto para el 

proceso de espermatogénesis (N. Li et al., 2012).  

Por otro lado, las ocluidinas poseen sus dominios NH2 y COOH dentro del citoplasma 

celular y en este último poseen dominios de unión a las proteínas ZO-1 y ZO-2 (Itoh et al., 

1999). Las ZO-1 y ZO-2 son proteínas altamente fosforiladas que interactúan con proteínas 
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cinasas y fosfatasas como Src, c-YES, FAK y ERK1/2, siendo así las proteínas clave de la 

regulación del mantenimiento y reestructuración de la estructura de las TJ en la BTB (Figura 

7) (Mruk & Cheng, 2010). 

 

Figura  7. Estructura de las proteínas principales que conforman las uniones ocluyentes. La imagen 

muestra las proteínas transmembranales claudina y ocluidina, proteínas adaptadoras y moléculas 

reguladoras de las TJ. Abreviaturas:  cinasa de adhesión focal (FAK), Zónula Ocludens (ZO), afadina 

6 (AF-6). Cinasas reguladoras: C-yes (familia Src), p38-MAPK, MEKK. P130, JNK, ILK y GSK3β 

(Modificado de Mruk & Cheng, 2015). 

2.6.3 Importancia de las uniones comunicantes en la BTB 

Las uniones comunicantes (Gap junctions en inglés) se forman  entre células de Sertoli y 

entre células germinales y células de Sertoli por proteínas denominadas conexinas 

(Pelletier, 1995). La conexinas 43 (Cx43) es una de las principales constituyentes de las 

uniones comunicantes de las células de Sertoli;  en su ausencia se observa disrupción de 

la espermatogénesis debido al  arresto en nivel de espermatogonias y a la  expresión 

alterada de otras proteínas de la BTB, como Cld11 y β-catenina (Gerber et al., 2016). 

Las conexinas son proteínas integrales de membrana, forman agregados de seis 

monómeros denominados conexones. Los conexones  constituyen estructuras cilíndricas 

que atraviesan la membrana y se agregan en  placas de aprox. 0.3 mm de diámetro 

(Kierszenbaum & Tres, 2012). Los conexones permiten el intercambio de moléculas 

pequeñas (>1kDa) entre los compartimientos citoplasmáticos de dos células adyacentes, 
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sean uniones célula de Sertoli-célula de Sertoli o célula de Sertoli-célula germinal (Figura 

8) (Pointis et al., 2005). 

 

Figura  8. Estructura de las uniones comunicantes. La figura muestra los agregados de conexones 

distribuidos en la membrana de una célula de Sertoli y una célula germinal, así como lagunas 

moléculas que pasan a través de los conexones (modificado de Kierszenbaum & Tres, 2012). 

2.6.4 Regulación de la BTB por citocinas proinflamatorias 

El proceso de la espermatogénesis es altamente regulado mediante mecanismos 

paracrinos, autocrinos y endocrinos, que involucran la participación de citocinas pro-

inflamatorias como IL-1, IL-2, IL-6 y TNF-α producidas por las células de Sertoli, leucocitos 

y células germinales (Syriou et al., 2018). Dichas citocinas pro-inflamatorias regulan la 

proliferación de las células germinales y las funciones secretoras de las células de Sertoli y 

Leydig. Así mismo, regulan la dinámica de reestructuración de las moléculas de adhesión 

celular presentes en las TJ para permitir la migración de los espermatocitos en preleptoteno 

hacia la luz de los túbulos seminíferos (Huleihel & Lunenfeld, 2004).  

El TNF-α es secretado principalmente por las células germinales y los macrófagos 

intersticiales de los túbulos seminíferos. El TNF-α presenta picos de expresión en el estadio 

VIII del ciclo del epitelio seminífero y altera la integridad de la BTB (Li et al., 2009). El TNF-

α regula de manera negativa la expresión de las moléculas de adhesión más importantes 

en las TJ, como lo son ocluidina y claudina 11. La inhibición de la expresión de dichas 

proteínas ayuda a la reestructuración de las uniones y a la migración de los espermatocitos 

(Lui & Cheng, 2007).  
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La citocina IL-1α se expresa en los túbulos seminíferos en todos los estadios del ciclo del 

epitelio seminífero excepto en el estadio VII (Li et al., 2009). En cuanto a los efectos de IL-

1α, esta disminuye los niveles de mRNA de Cx43 (Fiorini et al., 2006). Sin embargo, la IL-

1α también afecta el citoesqueleto de las células de Sertoli, al modificar el ensamblaje de 

los microfilamentos de F actina y la polimerización de la α-tubulina así como la interacción 

entre estos (Chojnacka et al., 2016).  

Por último, la citocina IL-6 producida por las células de Leydig ejerce sus efectos 

reguladores induciendo la relocalización de las moléculas Cld11 y ocluidina de las TJ. Los 

efectos en la relocalización de Cld11 son observables con dosis de 50 ng/ml (Pérez et al., 

2012). Cabe destacar, que los efectos de IL-6 sobre la localización de ocluidina son 

dependientes de su propia concentración. De hecho, a concentraciones de 50 pg/ml 

incrementa su expresión y  relocalización ;, mientras que a concentraciones mayores a 100 

pg/ml, el efecto parece contrario en cuanto a su expresión. De este modo, los efectos 

reguladores de la BTB por IL-6 parecen  directamente dependientes de la concentración de 

esta (Zhang et al., 2015).  

3. ANTECEDENTES 

En modelos de I/R en intestino se ha encontrado daño colateral en otros órganos. El daño 

en otros órganos es consecuencia de un proceso inflamatorio agudo, que se presenta 

durante la reperfusión. El proceso inflamatorio agudo conduce  a la translocación de 

bacterias a la circulación, lo que pude generar sepsis y con ello una respuesta inflamatoria 

sistémica y  MODS (G. Li et al., 2021). En un modelo de I/R en hígado (60 min/ 24 h) Park 

y colaboradores encontraron daño colateral en órganos como el riñón, que presenta 

necrosis e infiltración de leucocitos en túbulos proximales y en intestino delgado, donde se 

observa degranulación de células de Paneth (Park et al., 2011). De la misma manera, en 

otros modelos de isquemia-reperfusión en el intestino se observa una respuesta 

inflamatoria sistémica, la cual si no es controlada puede conducir al desarrollo del síndrome 

de falla multiorgánica y la muerte (Stallion et al., 2005). 

El daño a órganos periféricos inducido por I/R ha sido más estudiado en modelos de I/R 

intestinal, en los cuales e reportó que  en un tiempo de isquemia de 30 min por bloqueo de 

la arteria mesentérica superior (SMA, por las siglas en inglés Superior Messenteric Arthery) 

y 30 min de reperfusión, incrementa la permeabilidad vascular en el duodeno, el mesenterio 

y en los pulmones, donde además se presenta edema celular e infiltración de neutrófilos 
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(Souza et al., 2000a). En el mismo modelo, pero con un tiempo de 120 min de isquemia  

120 min de reperfusión, se incrementan los niveles de TNF-α intestinales y en suero a la 

par, lo cual confirma que en el modelo se I/R del tracto digestivo se presentan alteraciones 

sistémicas y locales (Souza et al., 2000b), debidas al desbalance sistémico en los niveles 

de citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-6 e IL-1β) y antiinflamatorias (IL-10). Esto indica 

que en el modelo de I/R en intestino, se presenta el CRS característico de SIRS (Souza 

et al., 2001, 2002).  

De manera similar al modelo de I/R intestinal, en un modelo de I/R de la mucosa gástrica 

(30 min/ 3 h) se observa un incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias y 

antiinflamatorias en suero, lo que indica que en este modelo también se está presentando 

SIRS (Magierowska et al., 2019). Dichas citocinas pueden inducir cambios en la 

organización tisular de los túbulos seminíferos, por un lado el TNF-α y el TGF-β inhiben la 

expresión de Cld11 (Lui & Cheng, 2007) e IL-1α incrementa la expresión de Cx43 (Fiorini 

et al., 2006). A pesar de que en modelos de I/R gastrointestinal se presentan alteraciones 

sistémicas, así como en órganos periféricos, hasta el momento no se ha evidenciado que 

estas alteraciones afecten a los órganos reproductivos. 

De manera similar, en enfermedades acompañadas de inflamación sistémica crónica de 

bajo grado, como la obesidad, se presenta una disminución considerable de los parámetros 

de Johnsen (ver tabla 1 en sección “MÉTODO”), del diámetro de los túbulos seminíferos y 

una reducción en el número de células germinales. Dichos efectos pueden atribuirse al 

incremento en las concentraciones sistémicas de adipocinas (leptina y resistina) y citocinas 

proinflamatorias como TNF-α e IL-6 (Leisegang et al., 2019). 

Por otro lado, en modelos de infecciones sistémicas puede desarrollarse infertilidad, lo que 

parece estar relacionado con el incremento en los niveles de citocinas proinflamatorias. 

Específicamente, TNF-α e IL-6 que incrementan sus niveles tisulares en testículo y en la 

circulación a consecuencia de la inyección intraperitoneal de LPS, esas citocinas pueden 

alterar la organización tisular de los túbulos seminíferos (Bryan et al., 2020). Cuando se 

administran dosis altas (5.0 mg/ kg por vía intraperitoneal) de LPS se presentan diversas 

alteraciones estructurales del epitelio seminífero que incluyen formación de espacios 

apicales, pérdida de espermátidas redondas, presencia de vacuolas nucleares en 

espermátidas, descamado germinal adluminal e infiltración de células inmunes (leucocitos 

polimorfonucleares y células mononucleares) (O’Bryan et al., 2000) 
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Por último, nuestro equipo de trabajo ha encontrado que el modelo de I/R en mucosa 

gástrica incrementa la expresión de la subunidad  1α del factor inducible de hipoxia (HIF-

1α) y de la iNOS, que son marcadores de daño por inflamación y por estrés oxidante (Peña-

Mercado et al., 2018). 

El daño tisular que se presenta en la mucosa gástrica a los 60 min de isquemia es 

reversible; sin embargo, el  que se presenta a los 90 min y 120 min, es irreversible, por lo 

tanto nosotros pensamos que en dichos tiempos de I/R podrían presentarse daños 

colaterales a otros órganos (Peña-Mercado et al., 2022). 

4. JUSTIFICACIÓN 

El daño I/R influye de manera significativa en el desarrollo de otros padecimientos, como 

embolias cerebrales e inflamación sistémica. Este fenómeno puede ocurrir en varios 

órganos y tejidos por distintas razones, entre las más importantes en el ambiente clínico, 

se encuentran los infartos al miocardio, fallos en los trasplantes de órganos o por cirugía 

cardiovascular.  

Cuando un órgano o tejido sufre de I/R se observan varias alteraciones sistémicas, entre 

ellas, el incremento en la expresión de citocinas proinflamatorias a nivel sistémico y el 

aumento en los niveles de lactato. Esto tiende a afectar a otros órganos y tejidos causando 

una falla multiorgánica y la muerte. Los padecimientos en los cuales se genera inflamación 

sistémica pueden generar afectaciones a niveles del epitelio seminífero, ya sean 

infecciones bacterianas como Clamydia (Bryan et al., 2020) o infecciones virales como 

SARS-CoV-2 (Peirouvi et al., 2021).  

Es preciso por ello, estudiar los efectos que dichas alteraciones inflamatorias puedan 

ejercer sobre otros órganos, ya que se ha demostrado que citocinas sistémicas como TNF-

α, IL-1α e IL-6 pueden tener efectos negativos en órganos reproductivos masculinos, 

afectando el proceso de espermatogénesis. A la fecha no existen estudios sobre los efectos 

de la inflamación sistémica ocasionada por modelos de isquemia-reperfusión sobre el 

epitelio seminífero. Los que resulta importante debido a que las capacidades reproductivas 

de los individuos jóvenes que presentan cuadros de isquemia-reperfusión e inflamación 

sistémica, podrían verse afectadas de forma permanente.  

En este estudio se analizarán entonces los efectos que la I/R en mucosa gástrica pueda 

ejercer sobre la organización tisular del túbulo seminífero y con ello afectar la capacidad 

reproductiva del individuo. 
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Qué efecto ejerce el modelo de isquemia-reperfusión en mucosa gástrica sobre la 

organización tisular del túbulo seminífero de ratas macho de la cepa Wistar?  

6. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los efectos de la isquemia-reperfusión de mucosa gástrica sobre la organización 

tisular de los túbulos seminíferos, sobre la expresión y localización de las moléculas Cld11 

y Cx43 y sobre los niveles de TNF-α en suero y en testículo. 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Determinar el efecto de la I/R en mucosa gástrica sobre la organización tisular de los túbulos 

seminíferos. 

Analizar el efecto de la I/R en mucosa gástrica sobre el ciclo del epitelio seminífero. 

Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusión en mucosa gástrica sobre la expresión de  

Cld11 y Cx43.  

Determinar la localización de Cx43 mediante inmunohistoquímica. 

Evaluar el efecto de la I/R en mucosa gástrica sobre los niveles de TNF-α en suero y en 

testículo. 

8. HIPÓTESIS 

En un modelo de isquemia-reperfusión de mucosa gástrica se modificará la organización 

tisular de los túbulos seminíferos, la expresión y localización de las moléculas Cld11 y Cx43 

los niveles de TNF-α en suero y  testículo. 

9. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se obtuvieron ejemplares de ratas Wistar macho adultas (250-300 g) de la Planta Piloto 7 

de la UAM Iztapalapa, las cuales se mantuvieron en ciclos regulares de 12 h luz y 12 h de 

oscuridad. Posteriormente, se dividieron de manera aleatoria en cuatro grupos: control, 

sham, I/R (60 min/ 24 h) e I/R (120 min/ 24 h), cada grupo estuvo conformado por 3 

ejemplares, excepto el grupo control que  fue de 4 individuos.  
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De cada grupo se obtuvieron muestras de testículo, las cuales fueron procesadas para 

microscopía fotónica de campo claro (tinción con hematoxilina y eosina) y para medir la 

expresión de Cld11 y Cx43 mediante Western Blot (Figura  9). 

 

Figura  9. Diseño experimental. Abreviaturas: I/R: Isquemia-Reperfusión, H&E: Tinción con 

Hematoxilina-Eosina, PAS: Ácido-Peryódico, reactivo de Schiff. 

10. MATERIAL Y MÉTODOS 

Se seleccionaron ratas macho de la cepa Wistar adultas con  peso corporal de 250-350 g y 

edad de 2-3 meses. Los ejemplares se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos: control, 

sham, I/R (60 min/ 24 h) e I/R (120 min/ 24 h). 

Todos los ejemplares fueron mantenidos bajo las condiciones especificadas en la NOM-

062-ZOO-1999 en el bioterio de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. 

10.1 Procedimiento 

10.1.1  Anestesia 

Los ejemplares se anestesiaron con una mezcla de xilacina (10 mg/kg) y ketamina (90 

mg/kg). Una vez anestesiados se  transportaron al quirófano. Durante la cirugía, los 

ejemplares permanecieron sedados con el anestésico inhalado isofluorano al 2% disuelto 

en oxígeno. 

10.1.2 Cirugía: oclusión de la arteria celiaca 

En los ejemplares control no se realizó procedimiento quirúrgico alguno, sólo se obtuvieron 

muestras con los ejemplares sedados. En cuanto a los ejemplares sham se realizó la 
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disección abdominal y se expuso el estómago, sin embargo, la arteria celiaca no se ocluyó. 

El estómago se mantuvo expuesto durante 120 min y posteriormente se suturó la herida y 

se dejó reposar al ejemplar por 24 h. Para el resto de los ejemplares se realizó el mismo 

procedimiento quirúrgico, en el cual se hizo una disección abdominal y se expuso el 

estómago, luego se pinzó la arteria celiaca durante el tiempo de isquemia correspondiente 

a cada grupo (60 ó 120 min), pasado el tiempo se retiró el pinzado de la arteria, se colocó 

el estómago en su posición original y se suturó la herida, posteriormente, se permitió la 

reperfusión durante 24 h. 

10.1.3 Obtención de muestras 

Una vez transcurrido el tiempo de reperfusión (24 h) los ejemplares se sometieron 

nuevamente a cirugía para obtener ambos testículos. El testículo derecho fue fijado con 

Bouin-Dubosq y se usó para las tinciones H&E y PAS. El testículo izquierdo se usó para 

inmunohistoquímica y Western blot. Las muestras para Western blot se congelaron hasta 

su procesamiento; mientras que el resto del tejido fue fijado en paraformaldehído.  

La extracción de muestras sanguíneas para medición de citocinas proinflamatorias se 

realizó al finalizar el procedimiento quirúrgico. Se obtuvieron muestras de 1 mL de sangre 

mediante punción cardiaca. Estas fueron centrifugadas a 4500 rpm a 4°C durante 10 min, 

posteriormente se extrajo el sobrenadante y se almacenó en ultracongelación (-70°C) 

10.1.4 Procesamiento histológico 

Las muestras de testículo se fijaron en sus respectivos fijadores  y se procesaron mediante 

una técnica histológica estándar de nuestro laboratorio (anexo 14.2.1) hasta obtener 

bloques para corte.  

Los bloques obtenidos se utilizaron para obtener cortes sagitales de 5 μm del testículo 

completo, cortando desde la parte dorsal hasta la ventral  y con bloque colocado de manera 

horizontal, utilizando un microtomo Leica (JUNG HISTOCUT). Los cortes se montaron en 

portaobjetos esmerilados (MADESA). Se obtuvieron 10 laminillas con 3 cortes  cada una de 

los tejidos fijados con Bouin-Dubosq y 5 laminillas con 2 cortes cada una de los tejidos 

fijados con paraformaldehído. Los reactivos usados y tiempos de fijación se especifican a 

continuación.  
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10.1.4.1 Fijación con Bouin-Dubosq 

Las muestras se fijaron en fijador Bouin-Dubosq (anexo 14.1.1.1) durante 24 h. 

Posteriormente, se lavaron con alcohol de 70° y se deshidrataron con concentraciones 

crecientes de alcohol, empezando por 80° y aumentando 10° cada paso hasta llegar al 

alcohol absoluto. Una vez que las muestras se deshidrataron se procedió a aclararlas con 

xileno y luego se preincluyeron con tres inmersiones en parafina (Paraplast Plus, 

McCormick Scientific ®). Una vez transcurrido el tiempo de la preinclusión, las muestras se 

incluyeron para obtener bloques para corte. 

10.1.4.2 Fijación con Paraformaldehído 

Las muestras se fijaron en paraformaldehído (anexo 14.1.1.3) desde su obtención hasta el 

momento de ser procesadas. Posteriormente se lavaron con PBS y se deshidrataron con 

concentraciones crecientes de alcohol, empezando por alcohol de 50° y aumentando en 

10° cada paso hasta llegar a alcohol absoluto. Luego se aclararon  con xileno y se 

preincluyeron con tres inmersiones en parafina (Paraplast Plus, McCormick Scientific ®). 

Una vez transcurrido el tiempo de la preinclusión, las muestras se incluyeron en parafina 

con el fin de obtener bloques para corte. 

10.1.4.3 Tinción H&E  

Los cortes se tiñeron mediante la técnica de tinción H&E (Hematoxilina y eosina) 

estandarizada en nuestro laboratorio (anexo 14.2.2) y luego se montaron con resina epóxica 

(Entellan ®) (Uribe-Aranzábal et al., 2006). 

10.1.4.4 Tinción PAS  

Los cortes se tiñeron mediante la técnica de tinción PAS (Periodic Acid-Schiff) 

estandarizada en nuestro laboratorio usando un kit de tinción PAS (Tinción de P. A. S., 

HYCEL ®, cat: 64295) (anexo 14.2.3), luego se montaron con resina epóxica (Entellan ®) 

(Uribe-Aranzábal et al., 2006). 

10.1.4.5 Inmunohistoquímica 

Los cortes se desparafinaron y se sometieron a recuperación antigénica (Retriever 2100, 

Electron Ciencias de Microscopía, Hatfield, PA, EE. UU.). Se bloqueó la peroxidasa 

endógena con peróxido de hidrógeno y las uniones inespecíficas del anticuerpo con 

albúmina al 4%. Las laminillas se incubaron en el anticuerpo primario anti-conexina 43 



 

28 
 

[1:150] (anti connexin 43 (F-7), Santa Cruz Biotechnology ®, catalog: sc-271837) en una 

cámara húmeda a 4 °C durante la noche. A continuación, las laminillas se incubaron con el 

anticuerpo secundario [1:200] (antirabbit, Vector laboratories, cat: MP-7401) conjugado con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) dentro de la cámara húmeda durante 2 h a temperatura 

ambiente. El complejo antígeno-anticuerpo se reveló con solución de diaminobencidina 

usando un kit de inmunodetección (Vector laboratories). Finalmente, las muestras se 

contratiñeron con hematoxilina y se montaron para su análisis (el procedimiento se explica 

más a detalle en el anexo 14.2.4) (Peña-Mercado et al., 2018). Las laminillas se escanearon 

con un escáner (Aperio CS2, Leica Biosystems). Las imágenes se digitalizaron usando el 

software Aperio ImageScope 12.4.6 (Leica Biosystems, Deer Park, IL, EE. UU). 

Se tomó una imagen aleatoriamente de la parte craneal del testículo a una aumento X100 

usando el software Aperio ImageScope 12.4.6 Leica Biosystems, Deer Park, IL, EE. UU) y 

cada de una estas imágenes se analizó mediante el software ImageJ, para cuantificar el 

área positiva a la inmunotinción para Cx43. 

10.1.5 Categorización y análisis de la espermatogénesis 

Se analizó mediante tinción H&E usando el criterio de Johnsen para la categorización de la 

espermatogénesis en una escala del 1-10 (Tabla 2) en 60 secciones transversales de 

túbulos seminíferos de la zona periférica de cortes sagitales de testículo (anexo 14.2.5.1) 

(Johnsen, 1970) que tuvieran un índice de circularidad mayor o igual que 7 (anexo 14.2.5.2). 

El análisis se realizó usando el objetivo 10X de un microscopio fotónico de campo claro 

(Axioscope II, Carl Zeiss Microscopy, Thonwood, NY, USA) y las imágenes se obtuvieron 

con una cámara Axiocam Mcr5 (Carl Zeiss, Göttingen, Germany) adaptada al microscopio.  

Adicionalmente, se realizaron mediciones de parámetros morfométricos de los túbulos 

seminíferos sugeridos por Johnsen. Los parámetros fueron: diámetro de los túbulos 

seminíferos, grosor del epitelio seminífero, área del epitelio seminífero y cantidad de células 

de Leydig en 30 campos (usando el objetivo 40X) (anexo 2.6.2). Dichos parámetros se 

midieron utilizando el software AxioVision 4.8 (Carl Zeiss Microscopy, NY, USA).  
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Tabla 2. Criterios de Johnsen de caracterización de espermatogénesis (Johnsen, 1970). 

 

10.1.6 Análisis de la frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio seminífero 

La tinción H&E sirvió para categorizar las 60 secciones transversales de túbulos seminíferos 

en la periferia (zona ventral, dorsal y caudal) de cortes sagitales del testículo (anexo 

14.2.5.1) que tuvieran índice de circularidad mayor o igual a 7 (14.2.5.2). La categorización 

se realizó con  el atlas de los 14 estadios (anexo 14.2.5.3), elaborado por nosotros  usando 

el criterio de Leblond y Clermont (1952).  

El análisis se realizó usando el objetivo 40X de un microscopio fotónico de campo claro 

(Axioscope II, Carl Zeiss Microscopy, Thonwood, NY, USA) y las imágenes para el atlas se 

obtuvieron con una cámara Axiocam Mcr5 (Carl Zeiss, Göttingen, Germany) adaptada al 

microscopio. 

Puntaje Características 

10 Espermatogénesis completa con algunos 

espermatozoides, epitelio germinal 

organizado, con grosor regular y lumen 

abierto 

9 Epitelio germinal desorganizado con 

algunos espermatozoides presentes y con 

un marcado desprendimiento u 

obliteración del lumen 

8 Pocos espermatozoides presentes en la 

sección (< 5-10) 

7 Sin espermatozoides presentes, pero con 

lagunas espermátidas presentes 

6 Sin espermatozoides presentes y pocas 

espermátidas (< 5-10) 

5 Sin espermatozoides ni espermátidas, 

pero con varios o algunos espermatocitos 

presentes 

4 Pocos espermatocitos presentes (<5) sin 

espermátidas o espermatozoides 

presentes 

3 Las espermatogonias son las únicas 

células germinales presentes 

2 Sin células germinales, pero con las 

células de Sertoli presentes 

1 Sin células presentes en la sección tubular 
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10.2 Procesamiento para Western Blot 

Las muestras del testículo (1/4 del testículo de la parte inferior) se colocaron en 

ultracongelación hasta su procesamiento. Las muestras se descongelaron y se  

homogenizaron, posteriormente se agregó buffer RIPA con inhibidor de proteasas (ver 

anexo 14.1.3.2) y cocktail inhibidor de proteasas 1% (cOmplete mini, ROCHE Diagnostics 

®, catalog 11836153001), luego se homogenizó, se centrifugó y el sobrenadante se dividió 

en alícuotas. La concentración de proteína se determinó por un ensayo de Bradford usando 

un lector de placas de ELISA (H Reader 1, HLab ®). Las proteínas (30 μg) se concentraron 

utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% con dodecilsulfato de sodio al 10% 

desnaturalizante (SDS-PAGE) y se corrieron en gel de corrida (10 %) con 10% de SDS. 

Posteriormente, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF. Luego las 

membranas se bloquearon y se incubaron con los anticuerpos primarios anti-claudina 11 

[1:2000] (Rabbit anti-Claudin 11, invitrogen ™, Thermofisher ®, catalog #36-4500) y anti-

conexina 43 [1:1000] (Rabbit anti-Connexin 43, invitrogen ™, thermofisher ®, catalog 71-

0700)  toda la noche a 4°C. Luego, las membranas se incubaron con un anticuerpo 

secundario biotinilado anti-Rabbit [1:1000] (Goat Anti-Rabbit, Vector Laboratories ®, catalog 

BA-1000) y con complejo de avidina-biotina (ABC kit, Vector Labs PK6100), se revelaron 

con luminol usando un sistema de detección de quimioluminiscencia (Inmobilion® Western 

WBKLS0500). Las imágenes de transferencia se obtuvieron utilizando el sistema C-Digit 

para generación y análisis de imágenes (Li-COR iS image studio, versión 3.1) (para más 

detalles sobre el procedimiento ver anexo 12.2.4) (Viñuela-Berni et al., 2020). Los datos de 

las densitometrías se normalizaron con β-actina (42 kDa). 

10.3 Medición de TNF-α en suero y en testículo mediante ELISA 

El ensayo se realizó con un kit de ELISA de un solo paso para TNF-α en rata (TNF Alpha 

Rat SimpleStep ELISA ® Kit, abcam ®, Cat: ab100785) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El suero y las biopsias de testículo se congelaron a -70°C hasta su 

procesamiento. Sólo las muestras de testículo se homogenizaron y lisaron usando un buffer 

de lisis proporcionado por el fabricante. Luego se centrifugaron a 13500 rpm durante 45 min 

para obtener el sobrenadante.  

Las muestras de suero y del testículo (25 μL), se colocaron en sus respectivos pozos, los 

cuales ya se encontraban sensibilizados por el fabricante y se incubaron por 2.5 h. 

Posteriormente se realizaron lavados con la solución de lavado proporcionada por el 



 

31 
 

fabricante y se incubaron con el anticuerpo biotinilado de detección para TNF-α por 1 h, se 

realizaron lavados nuevamente y se incubó con solución HRP-Stretavidin por 45 min. 

Luego, se realizaron lavados y se incubó con substrato TBM de un solo paso por 30 min en 

oscuridad y por último se agregó solución stop y se leyó inmediatamente a 450 nm. La 

determinación del contenido de proteínas en las muestras de suero de y testículo se realizó 

mediante un ensayo de Bradford (para más detalles consultar anexo 14.2.5.3). 

Finalmente, la placa fue leída en un lector de placas ELISA (H Reader 1, HLab ®) a 450 

nm. Los datos de las absorbancias se normalizaron de acuerdo con el factor de dilución 

(1:4) y el contenido de proteína en cada muestra, la determinación de la concentración de 

TNF-α se realizó usando la ecuación de la recta obtenida de una curva standard de TNF-α 

especificada por el fabricante. Todas las muestras y la curva standard se realizaron por 

duplicado.  

10.4 Análisis estadístico 

Para el análisis de los datos obtenidos del score de Johnsen, mediciones morfométricas, 

se realizaron pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnoff. Posteriormente  se realizó 

análisis por jerarquías (Kruskall-Wallis) usando el software Prisma. Se realizaron las 

pruebas posthoc de Dunn-Bonferroni para datos que no presentaban distribución normal y 

de Bonferroni para datos que presentaban distribución normal. Las comparaciones se 

realizaron entre todos los grupos: Control, Sham, Isquemia-Reperfusión (60 min/24 h) e 

Isquemia-Reperfusión (120 min/24 h). Los datos se presentan como media ± error estándar 

de la media (ESM). El nivel de significancia utilizado fue p < 0.05.   

Las frecuencias absolutas para los estadios del ciclo del epitelio seminífero se analizaron 

mediante una prueba de homogeneidad chi-cuadrada (χ2) para comprobar la 

homogeneidad entre los cuatro grupos mediante el software Prisma. El nivel de significancia 

fue de p < 0.05. 

En cuanto a los datos obtenidos mediante Western blot, ELISA, Inunohistoquímica y del 

conteo de células de Leydig, no fue posible realizar pruebas de hipótesis, debido a la 

reducida cantidad de datos.  
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11. RESULTADOS 

11.1 Score de Johnsen  

Se midieron  los parámetros morfológicos: diámetro de los túbulos seminíferos, grosor del 

epitelio seminífero, área relativa del epitelio seminífero y número de células de Leydig. 

Se observaron cambios perjudiciales   en la organización tisular de los túbulos seminíferos, 

estos se evidenciaron también cuantitativamente con el  score de Johnsen, en el cual se 

observan cambios, principalmente en la cantidad de espermatozoides presentes en la luz 

de los túbulos seminíferos y en la organización tisular de los túbulos seminíferos (Figura 10 

C-D y G-H).  

 

Figura  10. La I/R en mucosa gástrica induce desorganización del epitelio seminífero. 

Fotomicrografías de los túbulos seminíferos de los grupos A) control, B) Sham, C) I/R 60 min/ 24 h y 

D) I/R 120 min/ 24 h con la Tinción H&E. Aumento X100:. (E-F) presentan micrografías en aumento 

X400 de los grupos E) control, F) Sham, G) I/R 60 min/ 24 h y H) I/R 120 min/ 24 h. Los asteriscos 

(*) muestran una disminución en la cantidad de espermatozoides presentes en la luz de los túbulos 

seminíferos. Las flechas negras indican desorganización del epitelio seminífero. La barra de escala 

representa una distancia de 200 µm en el aumento X100 y de 50 µm en el aumento X400. 

Los datos obtenidos del score de Johnsen fueron analizados a través de una prueba de 

Kruskall-Wallis, se encontraron diferencias significativas al comprar los grupos I/R 60 min/ 

24 h e I/R 120 min/ 24 h contra el grupo control y con el grupo sham (Figura 11 A), 

disminuyendo el número de espermatozoides en la luz de los túbulos seminíferos y como 

desorganización (espacios en el epitelio seminífero) (Figura 10 C-D y G-H). 
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Adicional al score de Johnsen, se midieron algunos parámetros morfométricos 

complementarios, como el diámetro de los túbulos seminíferos, el cual incrementa en el 

grupo de I/R 120 min/ 24 h en comparación con los otros 3 grupos (Figura 11 B). Así mismo, 

al calcular el área total ocupada por el epitelio seminífero se observa un aumento al 

comparar el grupo de I/R 120 min/ 24 h con los otros tres grupos (Figura 11 C). El grosor 

del epitelio seminífero presenta diferencia significativa al comparar el grupo de I/R 60 min/ 

24 h con el grupo control. 

 

Figura  11. La I/R en mucosa gástrica modifica los parámetros morfométricos en los túbulos 

seminíferos. Representación gráfica de los parámetros morfométricos y de score de Johnsen. A) 

Promedio de Score de Johnsen por grupo, B) Diámetro de túbulos analizados en los grupos Control, 

Sham, IR 60min/24h e I/R 120min/24h, C) grosor del epitelio seminífero, D) Área del epitelio 

seminífero y E) Cantidad de células de Leydig. Los datos fueron analizados mediante una prueba de 

Kruskall-Wallis (excepto la cantidad de células de Leydig). Los asteriscos (*) indican diferencia 

significativa, p<0.05. Los datos se expresan como media ± ESM.  

El último parámetro morfométrico medido fue el conteo de células de Leydig en 30 campos. 

(Figura 11 E). Se puede apreciar que el conteo de células de Leydig muestra una tendencia 

a disminuir en el grupo de I/R de 120 min/ 24 h. 
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Los valores de los parámetros morfométricos obtenidos en este trabajo son considerados 

como puntaje normal según Johnsen a pesar de presentarse  diferencias entre los grupos, 

los valores de las medias son considerados como puntaje normal según Johnsen, es decir 

que los túbulos poseen una arquitectura normal (Johnsen, 1970). 

11.2 Evaluación de la frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio seminífero 

Se categorizaron los diferentes estadios del ciclo del epitelio seminífero de acuerdo con las 

asociaciones celulares presentes en 60 secciones transversales de los túbulos seminíferos 

(anexo 14.2.5.3). Los resultados de la prueba de homogeneidad de χ2 muestran que no 

existen diferencias entre las frecuencias absolutas de los estadios entre los cuatro grupos 

experimentales (Figura 12).  

Cabe destacar que los estadios que se presentan con mayor frecuencia en los cuatro 

grupos experimentales son  los estadios V, VIII (Figura 11). La determinación de los 

estadios que se presentan con mayor frecuencia se realizó promediando las frecuencias 

porcentuales de los estadios de los cuatro grupos experimentales, el promedio más alto fue 

para el estadio V, seguido por el XIII y por último el VIII.  

Por otro lado, entre los estadios con menor presencia se encuentran el estadio X y XI. La 

determinación de los estadios presentes con menor frecuencia se realizó promediando la 

frecuencia porcentual de todos los estadios en los cuatro grupos experimentales.  
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Figura  12. La I/R en mucosa gástrica no modifica la frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio 

seminífero. Representación de la frecuencia (%) de cada estadio del ciclo del epitelio seminífero por 

grupo. Se utilizó una prueba de homogeneidad χ2, p<0.05. 

11.3 Evaluación de la expresión de claudina-11 y conexina-43 mediante Western Blot 

Se observa una tendencia a disminuir en los niveles de expresión de Cld11 en grupos de 

I/R de 60 min/ 24 h y 120 min/ 24 h en comparación con los grupos sham y control (Figura 

13 A).  En cuanto a Cx43, contrario a lo que se observa con Cld11, se observa que los 

niveles de Cx43 tienden a aumentar en el grupo de I/R 120 min/ 24 h en comparación con 

los grupos control, sham e I/R 60 min/ 24 h (Figura 13 B). 
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Figura  13.  La expresión de  Cld-11 y  Cx-43 en el  testículo no se ve modificado por la I/R en 

mucosa gástrica. Análisis por Western Blot  de la expresión de A) Claudina-11 y B) Conexina-43 en 

los grupos  Control, Sham, IR 60 min/24 h e I/R 120 min/24 h. Los datos son expresados como la 

media ± ESM. UA: unidades arbitrarias. 

11.4 Evaluación de la expresión y localización de conexina-43 mediante 

inmunohistoquímica 

La expresión y localización de Cx43 no cambia en los túbulos seminíferos. La mayor 

concentración de Cx43 se presenta en el compartimento basal de los túbulos, esto indica 

que la localización de las uniones comunicantes es mayor en dicha área (Figura 14 A-D). 

Los datos obtenidos mediante la cuantificación del área positiva a la tinción de Cx43 nos 

permiten observar una tendencia de aumento en los grupos de I/R de 60 y 120 min/ 24 h 

(Figura 14 E), de forma similar a lo que se observa en la evaluación de la expresión de 

Cx43 (Figura 13 B).  
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Figura  14. La expresión y localización de conexina 43 en los túbulos seminíferos no ve alterada por 

la I/R de mucosa gástrica. Control (A), sham (B), I/R 60 min/ 24h (C) e I/R 120 min/ 24 h. Aumento 

X200. Las cabezas de flecha muestran la expresión de conexina 43 en el compartimento basal de 

los túbulos seminíferos. Barras de escala: 100 µm. E) Cuantificación del área de tinción positiva, los 

datos se expresan como porcentaje del área total. Los datos se expresan como porcentaje del área 

total ± ESM. 
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11.5 Medición de los niveles de TNF-α en suero y en testículo mediante ELISA 

Se observa una tendencia a la baja en los niveles de TNF-α en el grupo de I/R de 120 min/ 

24 h, esto ocurre en suero y en testículo (Figura 15 A y B). Esto nos sugiere que el modelo 

de I/R en mucosa gástrica puede generar alteraciones sistémicas, que podrían ejercer 

efectos negativos en el testículo.  

 

Figura  15. La I/R no modifica los niveles sistémicos o locales en el testículo de TNF-α. Análisis  de 

la expresión de TNF-α en A) Suero y B) Testículo en los grupos Control, Sham, IR 60min/24h e I/R 

120min/24h. Los datos son expresados como la media ± ESM en pg/mg de proteína. 

12. DISCUSIÓN 

12.1 Análisis de la integridad de los túbulos seminíferos mediante el Score de 

Johnsen 

El score de Johnsen es un método rápido para el análisis de la espermatogénesis en los 

testículos, dicho score se basa en un puntaje que va desde 1 a 10 y depende de la presencia 

o ausencia de varios tipos celulares en el epitelio seminífero (Johnsen, 1970). Para realizar 

el análisis algunos autores analizan 80 túbulos por ejemplar de manera aleatoria (Sarıbal 

et al., 2020), mientras que otros analizan 20 túbulos (Karakuş et al., 2021) ó 50 túbulos 

(Ganjiani et al., 2021). En este estudio analizamos 60 secciones transversales de túbulos 

seminíferos por ejemplar. Esta cantidad de túbulos nos permitió obtener una variabilidad 

reducida tanto en el score de Johnsen, como en los parámetros morfométricos, 
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permitiéndonos tener una mayor precisión estadística para analizar los cambios 

morfométricos en los túbulos seminíferos.  

La inflamación sistémica es una condición que se presenta en varias enfermedades, como 

la obesidad, síndrome metabólico e infecciones sistémicas. Se caracteriza por el aumento 

en los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias e indicadores de inflamación como la 

proteína C reactiva (Leisegang et al., 2019). Cuando se presenta un proceso inflamatorio 

sistémico inducido por una dieta alta en carbohidratos (obesidad), cambia la morfología de 

los túbulos seminíferos, en forma de atrofia o pérdida de la organización estructural (Fan 

et al., 2018). En este estudio mostramos que la inflamación sistémica inducida por I/R 

provoca pérdida de la organización estructural de los túbulos seminíferos, disminución del 

score de Johnsen y aumento en el diámetro de los túbulos seminíferos. Los cambios en la 

organización estructural del epitelio seminífero que observamos en el grupo de I/R de 60 

min/ 24 h (Figura 10 C y G) es muy similar a lo encontrado por Fan et al (2018), quienes 

atribuyen dichos cambios al aumento en los niveles de las citocinas proinflamatorias TNF-

α e IL-6 tanto en suero como en el plasma seminal y en testículo. Las alteraciones 

morfológicas del epitelio seminífero que observamos, pueden ser  atribuidas a cambios en 

los niveles de TNF-α en suero y en testículo, como se muestra en modelos de dieta alta en 

fructosa, donde también  se observan cambios morfológicos relacionados a alteraciones en 

la estructura del epitelio seminífero (Yildirim et al., 2019). Los cambios que  se presentan 

en la organización estructural del epitelio seminífero se observan en diferentes grados, de 

allí que existan índices como el Score de Johnsen (Johnsen, 1970). Sin embargo, es 

interesante observar que a mayor tiempo de I/R aumenta también el grado de cambio, pues 

los cambios que observamos en los túbulos seminíferos del grupo de I/R de 120 min/ 24 h 

(Figura 10 D y H) son muy similares a los cambios observados por O´Bryan et al. (2000), al 

administrar altas dosis de LPS bacterianos (5 mg/ Kg) (E. coli). Ellos muestran espacios 

apicales en el epitelio seminífero que indican disrupción de las uniones celulares, pérdida 

de espermátidas redondas, así como presencia de vacuolas nucleares. Por lo cual podemos 

intuir que el grado de cambio en la organización estructural de los túbulos seminíferos es 

directamente proporcional al tiempo de isquemia, siendo de menor grado en grupo de I/R 

60 min/ 24 h y  de mayor  en el grupo de I/R 120 min/ 24 h. 

Es interesante destacar que los cambios observados en los parámetros morfométricos 

(diámetro de los túbulos seminíferos, grosor del epitelio seminífero y área del epitelio 

seminífero) se relacionan con procesos de recuperación en túbulos seminíferos dañados. 
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En ratas Wistar con daño en el epitelio seminífero inducido por temperatura (40-42 °C), el 

tratamiento con extracto de Punica granatum L. incrementa el diámetro de los túbulos 

seminíferos y el grosor del epitelio seminífero incluso más que en condiciones normales, 

esto es similar al incremento que mostramos en los parámetros morfológicos medidos en 

nuestro modelo. Cabe destacar que a mayor dosis del extracto, el incremento en ambos 

parámetros es mayor y esto lo relacionan los autores directamente con un proceso de 

recuperación y con el subsecuente incremento en la eficiencia de la espermatogénesis, 

pues también incrementa el número de células germinales (Utomo et al., 2019). Este 

proceso de reparación se relaciona también con incrementos en los niveles de testosterona 

en suero, consecuencia de la administración de extracto de Launaea acanthodes en un 

modelo de hiperglicemia en ratas (Mohammadi et al., 2016), así como con procesos de 

recuperación frente a radiación gamma, donde la administración de carnosina incrementa 

el diámetro de los túbulos seminíferos por encima de los valores de las condiciones 

controles, dicho incremento también se relaciona con una restauración de la cantidad de 

espermatogonias presentes en los túbulos seminíferos (Haeri et al., 2014). Por último, el 

aumento en el diámetro de los túbulos seminíferos también se relaciona con el incremento 

en el grosor del epitelio seminífero. La administración de curcumina aumenta el diámetro 

de los túbulos y el grosor del epitelio, similar a lo que observamos en nuestro modelo, esto 

se relaciona con procesos de reparación y prevención del daño (Cheraghi et al., 2017). El 

incremento en los parámetros morfométricos de los túbulos seminíferos y la coincidencia 

de estos resultados con estudios donde se busca revertir el daño en túbulos seminíferos 

nos lleva a pensar que los cambios que observamos en dichos parámetros (Figura 10) se 

deben a un proceso de recuperación, consecuencia debida al CARS, el cual también 

indicaría que los cambios en las moléculas de adhesión celular se deben a dicho proceso 

de reparación.  

12.2 Análisis de la frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio seminífero 

La frecuencia con la que los estadios se presentan en determinadas secciones del testículo 

varía ligeramente entre las distintas cepas de rata albina. En la rata Wistar, uno de los 

únicos análisis se realizó utilizando el criterio de clasificación de Roosen-Runge y Giesel 

(1950). En dicho análisis se muestra que los estadios que presentan  mayor frecuencia son 

el  VI (28.1%), VIII (19.3%) y  III (18.8%). Cabe destacar que el análisis no se realizó en 

zonas concretas del testículo, pues los autores mencionan que es difícil establecer o 

identificar las zonas del testículo con el procesamiento que llevaron a cabo (Hochereau & 
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Solari, 1963). Hess et al., realizaron un análisis de todos los criterios de clasificación de los 

estadios del ciclo del epitelio seminífero, y establecieron que el estadio VI del criterio de 

Roosen-Runge y Giesel, engloba a los estadios IV y V del criterio de Leblond y Clermont, 

el estadio VII corresponde al estadio VIII y el estadio III engloba a los estadios XII y XIII 

(Hess et al., 1990). Considerando esta comparativa entre los estadios de ambos criterios, 

encontramos que los estadios que se presentan con mayor frecuencia según Hochereau y 

Solari coinciden con los datos que obtuvimos en este estudio. De este modo, los estadios 

que se expresan con mayor frecuencia  son: el  V (16.04%), VIII (10%) y  XIII (13.26%), en 

todos los ejemplares de todos los grupos (Figura 11). 

Ahora bien, el ciclo del epitelio seminífero en ratas tiene una duración aproximada de 12.9 

días y se requieren cuatro ciclos completos para que una espermatogonia de origen a un 

espermatozoide (Perey et al., 1960). Cuando se presentan cambios en las frecuencias de 

los estadios, debido a la administración de fármacos u otros tratamientos, estos deben tener 

una duración mínima de 13 días para encontrar efectos.De hecho a mayor tiempo de 

tratamiento, mayor será el efecto (Rosiepen et al., 1994, 1995). En nuestro estudio, no 

encontramos variaciones en las frecuencias de los estadios del ciclo del epitelio seminífero 

entre los grupos experimentales, lo cual se debe al tiempo de reperfusión (24 h). Bajo este 

concepto, en futuros estudios convendría aumentar el tiempo de reperfusión de los 

ejemplares y realizar un ensayo de la duración del ciclo del epitelio seminífero mediante 

marcadores ADN, como la Timidina-H3, que marca a los espermatocitos que están por 

iniciar las divisiones meióticas y permite hacer un seguimiento de la duración del ciclo del 

epitelio seminífero, para posteriormente  correlacionar este con cambios en las frecuencias 

de los estadios del ciclo del epitelio seminífero (Clermont & Harvey, 1965). Así mismo, 

estudios de la duración del ciclo del epitelio seminífero permitirían correlacionar dichos 

datos con la expresión de moléculas de adhesión celular, cuya expresión cambia en 

determinados estadios del ciclo del epitelio seminífero. 

12.3 Análisis de la expresión de Cld11 y Cx43 mediante Western Blot 

La expresión de Cld11 es regulada de manera negativa por citocinas como TNF-α 

(proinflamatoria) y TGF-β (antiinflamatoria), por lo cual, una tendencia a la baja en su 

expresión, como la observada en este estudio, podría estar relacionados a incrementos 

sistémicos de TNF-α y/o TGF-β (Lui & Cheng, 2007).  Sin embargo, la expresión y 

localización de Cld11 también está regulada por andrógenos, de tal manera que cuando 

disminuyen los niveles sistémicos de andrógenos a, también se altera la expresión y la 
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localización de Cld11 (McCabe et al., 2016). Por esta razón, la tendencia a la baja en la 

expresión de Cld11 en nuestro modelo podría deberse también  a la disminución sistémica 

de andrógenos, provocada por altos niveles de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-

6 e IL-1 (Hong et al., 2004). Los bajos niveles de Cld11 en los túbulos seminíferos, se 

relacionan con aumentos en la permeabilidad de la BTB (Dadhich et al., 2013; Kato et al., 

2020) y con pérdida de la organización estructural del epitelio seminífero (Gow et al., 1999), 

por cuál, los espacios que observamos entre las células de Sertoli en los grupos de I/R de 

60 y 120 min por 24 h (Figura 10 G-H) pueden ser atribuibles a bajos niveles de Cld11. 

En nuestro estudio observamos una tendencia de Cx43 a incrementar su expresión, sobre 

todo en el grupo de I/R 120 min/ 24 h, dicha tendencia puede ser consecuencia de un 

aumento local y/o sistémico de IL-1α (Fiorini et al., 2006). Dicho aumento ocurre en modelos 

similares de I/R en mucosa gástrica (Magierowska et al., 2019). Sin embargo, para afirmar 

que dicha tendencia se debe a un incremento en IL-1α, es necesario realizar las mediciones 

de la expresión de esta en suero, así como un análisis de la expresión de conexina-33 

mediante Western Blot. 

Por último, Cx43 está relacionada directamente con la regulación de la espermatogénesis, 

en su ausencia se observan alteraciones en el epitelio seminífero, tales como la presencia 

de gotas lipídicas en el citoplasma de las células de Sertoli, disminución del diámetro de los 

túbulos seminíferos y en general ausencia de espermatogénesis (Staggenborg et al., 2022). 

Por otro lado, cuando Cx43 se sobreexpresa en ejemplares a los cuales se les induce daño 

testicular inducido con adjudina (disrupción de BTB y muerte de células espermatogénicas), 

se observa un grado de recuperación importante de la estructura de los túbulos, así como 

reanudación del proceso espermatogénico, pues se presenta de nueva cuenta meiosis e 

incremento espermatogonias y restauración de la BTB (Li et al., 2016). El incremento en los 

niveles de Cx43 en testículo que observamos en nuestro modelo (Figura 12B), podría 

deberse entonces a un proceso de recuperación de daño generado en el testículo, como 

consecuencia de las alteraciones sistémicas generadas por nuestro modelo de I/R, como 

los cambios en los niveles de TNF-α en suero y en testículo. 

12.4 Análisis de la expresión y localización de Cx43 mediante inmunohistoquímica 

La Cx43 entre dos células de Sertoli adyacentes se aprecia en forma de líneas o puntos 

pequeños que se sitúan cerca de la lámina basal de los túbulos seminíferos, también puede 

formar  columnas (Decrouy et al., 2004; Hollenbach et al., 2018). En la inmunotinción que 
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nosotros realizamos para Cx43, observamos ambos patrones de tinción (Figura 14 A-D) y 

en un análisis cualitativo, mediante barrido de las laminillas inmunoteñidas no observamos 

alteración en la localización  de Cx43, la cual cabe destacar que se expresa no sólo en 

células de Sertoli, también se expresa en células de Leydig, células peritubulares mioides 

y células germinales, es interesante destacar que nosotros observamos que las zonas más 

reactivas a la inmunotinción es el espacio intersticial, donde residen las células de Leydig 

(Figura 14 A-D) (Rode et al., 2021).  

Finalmente, la cuantificación de la inmunotinción para Cx43 tiende a aumentar en los grupos 

de I/R, esto concuerda con los resultados obtenidos mediante Western blot, donde también 

se observa una tendencia al incremento en la expresión de Cx43 en el grupo de I/R de 120 

min/ 24 h. Esto podría deberse a los altos niveles de citocinas proinflamatorias que 

incrementan la expresión de Cx43,  como IL-1α (Fiorini et al., 2006). Sin embargo, los bajos 

niveles de TNF-α en suero y en testículo (Figura 15 A-B) y el tiempo de reperfusión, nos 

lleva a pensar que podría tratarse de un proceso de recuperación en el tejido, pues 

incrementos en los niveles de Cx43 en el testículo se asocian con efectos positivos en el 

mantenimiento de la BTB y en la espermatogénesis (Li et al., 2016). 

12.5 Análisis de los niveles sistémicos y testiculares de TNF-α 

En nuestro modelo de I/R, donde el tiempo de reperfusión es de 24 h, observamos una 

tendencia a la disminución en los niveles de TNF-α en suero y en testículo a los 120 min de 

isquemia por 24 h de reperfusión, lo cual difiere con lo reportado por Magierowska et al., 

(2019), donde muestran que los niveles de TNF-α aumentan después del proceso de I/R, 

cabe destacar que el tiempo de reperfusión (3 h) es mucho menor al usado en nuestro 

modelo. En dicho tiempo podría presentarse la fase más aguda del SIRS, pues en un 

estudio donde se genera inflamación sistémica mediante la administración de DAMPs de 

origen mitocondrial, se observa que el daño periférico a otros órganos (pulmón), se presenta 

3 h después de la administración de estos, en dicho estudio también se miden los niveles 

de TNF-α e IL-6 en tejido y se muestra que el pico de dichas citocinas se presenta a las 3 

h de la administración, posteriormente los niveles comienzan a disminuir hasta alcanzar 

valores basales a las 24 h (Zhang et al., 2010). Esto coincide con lo observado en nuestro 

estudio, donde a las 24 horas se reperfusión observamos una caída en los niveles de TNF-

α, incluso por debajo de los niveles basales en testículo y en suero. De hecho en un modelo 

de I/R en hígado, se observa que los niveles de TNF-α disminuyen en suero a las 24 h de 

reperfusión, lo cual apoya la idea de que disminución en los niveles de TNF-α en nuestro 
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modelo se debe al tiempo de reperfusión y que los cambios morfométricos observados en 

los túbulos seminíferos se deben a un proceso de recuperación (He et al., 2009).  

En un modelo de I/R en intestino delgado la expresión de TNF-α tiende a bajar incluso por 

debajo de los niveles basal a las 24 h de reperfusión. En un tiempo de isquemia por 1 h, 24 

h y 30 días de reperfusión el mayor pico en la expresión de este se observa en 1 h de 

reperfusión, posteriormente la menor expresión se observa a las 24 h y a los 30 días se 

observa que los niveles de expresión de TNF-α regresan a su estado basal (Gregová et al., 

2015). Como sugieren nuestros resultados y otros estudios mencionados en este apartado, 

los niveles de TNF-α nivel local, sistémico y en órganos periféricos, son totalmente 

dependientes del tiempo de reperfusión y están relacionados al SIRS, con una tendencia a 

presentar sus mayores picos a las pocas horas de reperfusión (1-3 h), y comenzando a 

disminuir a partir de las 6, hasta alcanzar niveles basales a las 24 h (Figura 16). Esto indica 

que conforme el tiempo de reperfusión sea más largo, los ejemplares comienzan a 

recuperarse del daño inicial; sin embargo, pareciera que dependiendo la gravedad del daño 

los niveles de TNF-α regresan a su estado basal, pues en estudios anteriores de nuestro 

grupo de trabajo se encontró que el daño que se presenta en la mucosa gástrica a los 60 

min de isquemia, por 24 h  es reversible, en comparación con el daño que se presenta a los 

90 y 120 min de isquemia por 24 h de reperfusión (Peña-Mercado et al., 2022). Los 

resultados de este estudio, sugieren que el daño que se presenta en la mucosa, a nivel 

sistémico y en órganos reproductivos a los 60 min de isquemia es reversible, pues los 

parámetros morfométricos del testículo y los niveles de TNF-α en suero y testículo, se 

observan iguales a las condiciones control, en comparación con los que se observan a los 

120 min de isquemia (Figs 10, 12 B y 14), esto podría indicar que el daño no se está 

presentando o, en caso de que se presente, que este es menor y por lo tanto tarda menos 

tiempo en ser reparado.  
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Figura  16. Estimación del cambio en los niveles de TNF-α durante el SIRS y el CARS en un periodo 

de 24 h, en diferentes tejidos.  

Es interesante observar que la tendencia en los niveles de TNF-α a disminuir se observa 

tanto en testículo como en suero, esto confirma que las afectaciones sistémicas generadas 

por nuestro modelo de I/R en mucosa gástrica, están generando afectaciones en órganos 

reproductivos. Por otro lado, la caída en los niveles de TNF-α nos lleva a pensar que a las 

24 h de reperfusión, se está presentando el CARS (Figura 16) (Gentile et al., 2012), que se 

caracteriza por un incremento sistémico de citocinas antiinflamatorias como IL-10 e IL-1 y 

una disminución gradual de los niveles de citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1α e IL-6), 

esto debido a que los leucocitos adquieren una mayor capacidad de producción de estas 

(van der Poll et al., 2021). Por lo tanto, la tendencia de TNF-α a disminuir tanto en testículo 

como en suero, podría atribuirse a un proceso de recuperación, debido al CARS, y este 

podría atribuirse al tiempo de reperfusión que es bastante mayor al tiempo de isquemia. Por 

ello, los ejemplares empezarían a recuperarse de las alteraciones sistémicas. Sin embargo, 

para confirmar esto es necesario medir los niveles de citocinas antiinflamatorias como IL-

10, la cual se ha demostrado que regula la respuesta inflamatoria sistémica producida por 

I/R intestinal, ya que cuando la actividad de esta disminuye por la administración de 

anticuerpos antiIL-10 incrementan los niveles de citocinas proinflamatorias como TNF-α 

(Souza & Teixeira, 2005). 
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13. CONCLUSIONES 

El modelo de I/R de mucosa gástrica genera cambios a nivel morfológico en los túbulos 

seminíferos, los cuales son similares a los observados en otros modelos de inflamación 

sistémica. 

La frecuencia con la que se presentan cada uno de los  estadios del ciclo del epitelio 

seminífero no se ve afectada en el modelo. 

Los niveles de expresión de Cld11 y Cx43 tienen a cambiar en el modelo, probablemente 

debido a un desbalance en los niveles de citocinas en suero y en testículo. 

La localización de Cx43 en los túbulos seminíferos no se ve modificada en el modelo. 

Los niveles de TNF-α tienden a cambiar en suero y en testículo a los 120 min de isquemia 

por 24 h de reperfusión, sin embargo, parece que el cambio en los niveles de este se debe 

al desarrollo de CARS y los cambios que se ven en otros parámetros podrían estar 

relacionados a un proceso de recuperación.  

Las conclusiones y su relación con los aspectos detallados en la discusión se resumen en 

la Figura  17.  

 

Figura  17. Diagrama integrativo de discusión y conclusiones. Los recuadros morados muestran los 

resultados de los experimentos realizados en este trabajo. Los cambios en testículo en 3-6 h de 

reperfusión se presentan como especulaciones.  
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13.1 Perspectivas 

Medir los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias a la par en suero y en testículo, para 

confirmar que se está presentando el CRS o el CARS. 

Medir otros marcadores de inflamación sistémica como HMGB1 y C5a en suero, ya que 

estos están relacionados con el inicio de SIRS. 
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14. ANEXOS: 

14.1 REACTIVOS Y SOLUCIONES  

14.1.1 Técnica histológica 

14.1.1.1 Fijador Bouin-Dubosq 

Los reactivos se agregaron y mezclaron en el siguiente orden: 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Alcohol etílico 80° Gay-Lussac 75.0 mL 

Ácido pícrico 0.5 g 

Formalina concentrada (40 %) 30.0 ml 

Ácido acético glacial 7.5 ml 

  

14.1.1.2 Solución amortiguadora de fosfatos  

Reactivo Cantidad/ 1000 mL 

Fosfato de sodio dibásico anhidro 5.6869 g 

Fosfato de sodio monobásico 1.1461 g 

Agua destilada 1000 mL 

1) Los reactivos se disolvieron por separado usando calor. 

2) Se mezclaron las soluciones en una probeta y se aforó a 1000 mL con agua 

destilada. 

14.1.1.3 Fijador paraformaldehído 4% 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Paraformaldehído 4 g 

Solución amortiguadora de fosfatos  100 mL 

1) Se colocó la solución amortiguadora en un matraz Erlen-Meyer y se puso en 

baño maría a 60°C. 

2) Se agregó el paraformaldehído poco a poco y en agitación constante hasta que 

este se disolvió. 

3) Si la solución estaba turbia se filtró. 

14.1.1.4 Alcoholes 
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Los alcoholes se prepararon a partir de alcohol 96° Gay-Lussac a la concentración 

requerida usando la siguiente fórmula: 

a) C1V1=C2V2    b) 𝑉1 =
𝐶2 𝑉2

𝐶1
 

C1= concentración inicial de alcohol (96°) 

V1= volumen de C1 necesario para obtener C2 

C2= concentración final (requerida) 

V2= volumen final de la solución (C2) 

El resultado de V1 en la fórmula b indica la cantidad necesaria de alcohol 96° Gay-Lussac 

necesaria para obtener un volumen final de C2, por lo cuál V1 se aforó aforó con agua 

destilada al volumen de C2. 

14.1.1.5 Alcohol-Xileno 

Se agregaron alcohol absoluto y xileno en proporción 1:1. 

14.1.2 Tinciones H&E y PAS 

14.1.2.1 Eosina Azulosa 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Eosina azulosa 1 g 

Orange G 1 g 

Alcohol 70° Gay-Lussac 100 mL 

1. Se disolvió poco a poco la eosina el alcohol 70° Gay-Lussac 

2. Se agregó poco a poco el Orange G hasta que se disolvió  

14.1.2.2 Hematoxilina de Gil 

Hematoxilina en solución modificada según Gil III para microscopía (Merk®, cat: 

HX99385674) 

14.1.2.3 Kit de tinción PAS 

Tinción de P. A. S., HYCEL ®, cat: 64295 

14.1.3 Western Blot 

14.1.3.1 Buffer muestra 2X 
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Reactivo Cantidad 

0.5M Tris-HCl pH 8.8 1.25 mL 

Glicerol 3.0 mL 

SDS 10% 2.0 mL 

0.5 Azul de bromofenol 0.190 mL 

H2O desionizada  3.0 mL 

 

14.1.3.2 Buffer RIPA  

Reactivo Cantidad/ 300mL 

NaCl 2.6298 g 

Tris-HCl pH 7.5 2.3634 g 

EDTA 0.5583 g 

Triton X100 (0.1%) 3 mL 

Cocktail inhibidor de proteasas 1% 

H2O desionizada  Aforar a 300 mL 

 

14.1.3.3. Tris-HCl 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

0.5 M 1.5 M 

Tris base 6 g 18.15 g 

H2O desionizada Aforar a 100 mL Aforar a 100 mL 

 Antes de aforar se ajustó el pH al requerido con 12N HCl 

14.1.3.4 SDS (Duodecilsulfato sódico) 10% 

 

Reactivo Cantidad  

SDS 10 g 

H2O desionizada 90 ml 

 

14.1.3.5 APS (Persulfato de amonio) 10% 
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Reactivo Cantidad 

APS 100 mg 

H2O desionizada  1 mL 

 

14.1.3.6 Buffer de corrida 5X 

Reactivo Cantidad/ 1000 mL 

Glicina 72 g 

Tris Base 15.15 g 

SDS 5 g 

H2O desionizada 1000 mL (aforar) 

Para utilizar el buffer se preparó a concentración 1X, agregando 200 mL de Buffer 

de corrida 5X y 800 mL de agua desionizada para obtener 1000 mL de Buffer de 

corrida 1X. 

14.1.3.7 Buffer de transferencia 5X 

Reactivo Cantidad/ 1000 mL 

Glicina 72 g 

Tris base 15.15 g 

SDS 0.5 g 

H2O desionizada  1000 mL (aforar) 

  

Para utilizar el buffer se preparó a concentración 1X de la siguiente manera  

Reactivo Cantidad/ 1000 mL 

 Buffer de transferencia 5X 200 mL 

Metanol 200 mL 

H2O desionizada 600 mL 

 

14.1.3.8 PBS 5X 

Reactivo  Cantidad/ 1000 mL 

NaCl 40.03 g 

KCl 1.01 g 
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Na2HPO4 7.2 g 

KH2PO4 1.2 g 

H2O desionizada Aforar a 1000 mL 

 

Para utilizar el buffer se preparó a concentración 1X de la siguiente manera 

Reactivo  Cantidad/ 1000mL 

PBS 5X 200 mL 

H2O desionizada  800 mL 

 

14.1.3.9 PBS – Tween 20 0.1% 

Reactivo Cantidad 

Tween-20 100 μL 

PBS 1X  100 mL 

 

14.1.3.10 Gel concentrador 5% 

Reactivo Cantidad 

H2O desionizada 2.85 mL 

30% acrilamida/ Bis 850 μL 

1.5 M Tris-HCl pH 6.8 1.25 mL 

SDS 10% 50 μL 

APS 10% 25 μL 

TEMED 5 μL 

 

14.1.3.11 Gel resolvedor 10% 

Reactivo Cantidad 

H2O desionizada 8.16 mL 

30% acrilamida/ Bis 6.64 mL 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 5 mL 

SDS 10%  200 μL 

APS 10% 100 μL 
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TEMED 120 μL 

 

14.1.3.12 Solución de bloqueo 10% 

Reactivo Cantidad 

Leche descremada 2.5 g 

PBS-Tween 25 mL 

 

14.1.3.13 Solución de lavado 1% 

Reactivo Cantidad 

Leche descremada 1 g 

PBS-Tween 100 mL 

 

14.1.3.14 Complejo AB 

Reactivo Cantidad 

Complejo A 25 μL 

Complejo B 25 μL 

PBS 1X 10 mL 

 

14.1.3.15 Solución de revelado 

Reactivo Cantidad 

Solución de peróxido 500 μL 

Solución de luminol  500 μL 

H2O desionizada 10 L 

 

14.1.4 Inmunohistoquímica 

14.1.4.1 Citrato de sodio [1:20] 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Citrato de sodio 5 mL 

Agua destilada 95 mL 
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 Ajustar pH a 6.0 

14.1.4.2 PBS – Tween 20 0.1% 

Reactivo Cantidad/ 500 mL 

Tween-20 500 μL 

PBS 1X  500 mL 

 

14.1.4.3 Albúmina 4% 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Albúmina (cristales) 4 g 

Agua destilada/ PBS Aforar a 100 mL 

      Mantener en agitación hasta que los cristales de albúmina de disuelvan 

14.1.4.4 PBS  

Misma preparación que el usado para Western blot (anexo 1.3) 

14.1.4.5 Peróxido de hidrógeno 4% 

Reactivo Cantidad/ 100 mL 

Peróxido de hidrógeno 4 mL 

Metanol 96 L o aforar a 100 mL 

 

14.1.5 ELISA  

Se utilizaron los reactivos proporcionaron y especificados por el fabricante (Abcam, cat: 

ab100785). Todos los reactivos de diluyeron a una concentración 1X usando agua 

destilada. Los reactivos usados fueron los siguientes: 

- Buffer de Lisis (homogenización del tejido) 

- Buffer diluyente de muestra (Dilución de las muestras y preparación de standard) 

- Diluyente de ensayo (Dilución y preparación de anticuerpos) 

- Solución de lavado (lavados) 
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14.2 PROCESAMIENTO 

14.2.1 Técnica histológica 

14.2.1.1 Lavado de muestras fijadas con Bouin-Dubosq 

 

Alcohol 70º ................................................................................... lavados de 20 min c/u  

Los lavados se realizaron hasta que el alcohol dejó de pintarse de amarillo  

14.2.1.2 Lavado de muestras fijadas con paraformaldehído 

 

Solución amortiguadora de fosfatos ………..………………………lavados de 20 min c/u 

Los lavados se realizaron hasta que las muestras dejaron de oler  a paraformaldehído 

e inmediatamente se inició el proceso de deshidratación. 

 

14.2.1.3 Deshidratación de muestras fijadas con Bouin-Dubosq 

 

Alcohol 80º I.......................................................................................................... 30 min  

Alcohol 80º II......................................................................................................... 30 min 

Alcohol 96º I...........................................................................................................30 min 

Alcohol 96º II..........................................................................................................30 min 

Alcohol 96º III.........................................................................................................30 min 

Alcohol 100º I........................................................................................................  30 min 

Alcohol 100º II.......................................................................................................  30 min 

Alcohol 100º III......................................................................................................  30 min 

 

Deshidratación de muestras fijadas con paraformadehído 

 

Alcohol 40º ........................................................................................................... 30 min  

Alcohol 50º ........................................................................................................... 30 min 

Alcohol 60º ........................................................................................................... 30 min 

Alcohol 70º .................................................................................................toda la noche 

Alcohol 80º II......................................................................................................... 30 min 

Alcohol 96º I...........................................................................................................30 min 
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Alcohol 96º II..........................................................................................................30 min 

Alcohol 96º III.........................................................................................................30 min 

Alcohol 100º I...................................................................................................... ...30 min 

Alcohol 100º II..................................................................................................... ...30 min 

Alcohol 100º III.......................................................................................................30 min 

 

14.2.1.4 Aclaración (para muestras fijadas con ambos fijadores) 

 

Alcohol-Xileno ..................................................................................................... 30 min  

Xileno I................................................................................................................ 20 min  

Xileno II............................................................................................................... 20 min  

 

14.2.1.5 Inclusión (para muestras fijadas con ambos fijadores) 

 

Paraplast-plus I........................................................................................................... 1 h  

Paraplast-plus II........................................................................................................... 1 h 

Paraplast-plus III.......................................................................................................... 1 h 

Se realizó cuidando que todo el tiempo el paraplas-plus y el tejido permanecieran a una 

temperatura de 60°C utilizando escuadras de Leukart. 

14.2.1.6 Cortes y premontaje 

Se utilizaron portaobjetos esmerilados (25x75mm). Se empezó a premontar en el 

momento que el tejido empezó a salir completo. Y se obtuvieron 10 laminillas con 3-5 

cortes de 5 μm cada una. 

El premontaje se las muestras fijadas con Bouin-Dubosq se realizó en portaobjetos 

esmerilados con gelatina bacteriológica al 1.5% en agua destilada a 45°C en un baño 

de flotación Leica. 

El premontaje se las muestras fijadas con paraformaldehído se realizó en portaobjetos 

electrocargados con agua destilada a 45°C en un baño de flotación Leica. 

14.2.2 Tinción H&E 

Xileno I ……...................................................................................................10 minutos 
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Xileno II …...................................................................................................... 5 minutos 

Xileno-Alcohol ………………………………………………………………………3 minutos 

Alcohol 100º .................................................................................................. 5 minutos 

Alcohol 96º .................................................................................................... 5 minutos 

Alcohol 70º .................................................................................................... 2 minutos 

Alcohol 50º .................................................................................................... 2 minutos 

Agua destilada .............................................................................................. 2 minutos 

Hematoxilina ................................................................................................35 segundos 

Agua corriente ..................................................................................................2 minutos 

Agua destilada ................................................................................................. 2 minutos 

Carbonato de Litio............................................................................................. 5 minutos 

Agua destilada ................................................................................................. 2 minutos 

Alcohol 50º .................................................................................................... ... 2 minutos 

Alcohol 70º ....................................................................................................... 2 minutos 

Eosina ..........................................................................................................30 segundos 

Alcohol 96º I.......................................................................................................2 lavados 

Alcohol 96º II......................................................................................................2 lavados 

Alcohol 96º III..................................................................................................2.5 minutos 

Xileno-Alcohol ………………………………………………………………………2 minutos 

Xileno I ……......................................................................................................2 minutos 

Xileno II …........................................................................................................ 5 minutos 

El montaje se realizó colocando gotas de resina Entellan en las laminillas teñidas y 

colocando un cubreobjetos sobre el tejido, cuidando que no quedaran burbujas. 

14.2.3 Tinción PAS 
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Xileno I ……...................................................................................................10 minutos 

Xileno II …...................................................................................................... 5 minutos 

Xileno-Alcohol ………………………………………………………………………3 minutos 

Alcohol 100º .................................................................................................. 5 minutos 

Alcohol 96º .................................................................................................... 5 minutos 

Alcohol 70º .................................................................................................... 2 minutos 

Alcohol 50º .................................................................................................... 2 minutos 

Agua destilada ................................................................................................. 2 minutos 

Ácido peryódico…............................................................................................. 5 minutos 

Agua destilada ................................................................................2 minutos/ 2 cambios 

Reactivo de Schiff........................................................................................... 15 minutos 

Agua corriente ..................................................................................................5 minutos 

Agua destilada ................................................................................................. 2 minutos 

Hematoxilina .....................................................................................................1 minuto 

Agua corriente ..................................................................................................2 minutos 

Agua destilada ................................................................................................. 2 minutos 

Alcohol 50º .................................................................................................... ... 2 minutos 

Alcohol 70º ....................................................................................................... 2 minutos 

Alcohol 96º .......................................................................................................2 lavados 

Alcohol 100º ..................................................................................................... 5 minutos 

Xileno-Alcohol …………………………………………………………………….…2 minutos 

Xileno I ……......................................................................................................2 minutos 

Xileno II …........................................................................................................ 5 minutos 
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El montaje se realizó colocando gotas de resina Entellan en las laminillas teñidas y 

colocando un cubreobjetos sobre el tejido, cuidando que no quedaran burbujas. 

14.2.4 Inmunohistoquímica 

Desparafinado en estufa (60°C) ………………………………………………….30 minutos 

Xileno I …….....................................................................................................5 minutos 

Xileno II …...................................................................................................... 5 minutos 

Xileno III ......................................................................................................... 5 minutos 

Xileno-Alcohol ………………………………………………………………………3 minutos 

Alcohol 100º I ................................................................................................. 5 minutos 

Alcohol 100º II ................................................................................................ 5 minutos 

Alcohol 96º I ................................................................................................... 5 minutos 

Alcohol 96º II .................................................................................................. 5 minutos 

Alcohol 70º .................................................................................................... 5 minutos 

Agua destilada ............................................................................................... 5 minutos 

Recuperación de antígenos (Citrato de sodio al 4% a 96-99°C) .................... 20 minutos 

PBS-Tween 20 I …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 II …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 III …......................................................................................... 5 minutos 

Bloqueo de peroxidasa endógena (peróxido de hidrógeno 4%) ..................... 30 minutos 

PBS-Tween 20 I …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 II …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 III …......................................................................................... 5 minutos 

Bloqueo de uniones inespecíficas  (albúmina) ................................................ 60 minutos 

PBS-Tween 20 I …........................................................................................... 5 minutos 
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PBS-Tween 20 II …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 III …......................................................................................... 5 minutos 

Incubación con anticuerpo primario (cámara húmeda a 4°C) .....................  toda la noche 

PBS-Tween 20 I …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 II …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 III …......................................................................................... 5 minutos 

Incubación con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano (cámara 

húmeda a temperatura ambiente) …………………………………………… 120 minutos 

PBS-Tween 20 I …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 II …........................................................................................... 5 minutos 

PBS-Tween 20 III …......................................................................................... 5 minutos 

Revelado (diaminobencidina) ........................................................................ 2.5 minutos 

Agua destilada I ............................................................................................... 5 minutos 

Agua destilada II ............................................................................................... 5 minutos 

Contratinción con hematoxilina .........................................................................4 minutos 

Agua corriente I ................................................................................................3 minutos 

Agua corriente II ................................................................................................3 minutos 

Alcohol 70º ....................................................................................................... 3 minutos 

Alcohol 96º .......................................................................................................  3 minutos 

Alcohol 100º ..................................................................................................... 3 minutos 

Xileno-Alcohol …………………………………………………………………….…2 minutos 

Xileno  ...…........................................................................................................ 5 minutos 

El montaje se realizó colocando gotas de resina Entellan en las laminillas teñidas y 

colocando un cubreobjetos sobre el tejido, cuidando que no quedaran burbujas. 
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14.2.5 Western Blot 

14.2.5.1 Homogenizado del tejido 

1. Las muestras de homogenizaron y se les añadieron 50 μL de buffer RIPA con 

inhibidor de proteasas y se dejaron incubar por 30 min a 4°C. 

2. Se añadieron 200 μL de buffer RIPA y se homogenizó. 

3. Las muestras se centrifugaron a 13500 rpm por 10 min a 4°C. 

4. El sobrenadante fue retirado y dividido en alícuotas de 50-150 μl. 

5. La concentración de proteína se determinó mediante un ensayo de Bradford. 

14.2.5.2 Curva patrón de albúmina 

La curva se realizó placas para ensayo ELISA de 96 pozos, las cuales fueron leídas en 

un lector de placas H Reader 1, HLab ®. 

1. Se agregaron 200 μL de albúmina en solución (2 mg/ ml) en el primer pozo de 

la fila de pozos de la placa ELISA. 

2. Se agregaron 100 μL de PBS 1X en los pozos siguientes de la misma fila de  la 

placa ELISA. 

3. Diluciones seriadas: del primer pozo se tomaron 100 μL de albúmina y se 

colocaron en el pozo siguiente de la misma fila y se homogenizó. De ese mismo 

pozo se tomaron 100 μL y se colocaron en el pozo siguiente de la misma fila y 

se homogenizó. Este mismo proceso se realizó hasta cubrir todos los pozos de 

la fila y del último pozo se desecharon 100 μL, con el fin de tener la misma 

cantidad de dilución en todos los pozos. 

4. En una fila todos los pozos de una fila se agregaron 150 μL de reactivo de 

Bradford. 

5. A cada pozo con reactivo de Bradford se le agregaron 5 μL de dilución de 

albúmina (un pozo por cada dilución) y se homogenizó. 

6. Se leyó la absorbancia en el lector de placas ELISA. 

Las diluciones se realizaron por duplicado. 

14.2.5.3 Ensayo de Bradford 
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El ensayo se realizó placas para ensayo ELISA de 96 pozos, las cuales fueron leídas 

en un lector de placas H Reader 1, HLab ®. 

1. Se colacaron 5 μL de sobrenadante de cada muestra en pozos separados. 

2. Se añadieron 150 μL de reactivo de Bradford (se vuelve azul al contacto con las 

proteínas) y se homogenizó. 

3. Se realizó la lectura de la placa. 

4. Se calculó la cantidad de proteína mediante la siguiente tabla  

#Muestra Abs 1 Abs 2 𝑋̅𝑎𝑏𝑠 𝑋̅𝑎𝑏𝑠/𝑚 Fdilución 30 μg/ Fdilución 

1       

2 

. 

. 

. 

n 

      

Abs= absorbancia 

𝑋̅𝑎𝑏𝑠= promedio de absorbancias  

m = pendiente de la recta (obtenida de curva patrón de albúmina) 

Fdilusión = Factor de dilución=  (𝑋̅𝑎𝑏𝑠)(10) 

El ensayo se realizó por duplicado. 

14.2.5.4 Corrida 

1. Preparado de geles:  prepararon geles de 1.5 mm 

2. Preparado de la cámara: se colocaron los geles dentro de la cámara de 

electroforesis y se llenó con buffer de corrida. 

3. Preparación de proteína: se mezclaron 5 μl de Buffer muestra y 5 μl de proteína, 

la mezcla se incubó en agua caliente durante 5 min. 

4. Cargado de pozos: se cargaron 4 μl de marcador de peso molecular y 10 μl de 

cada mezcla de proteína y buffer muestra en cada pozo. 

5. Corrida: se realizó una primera corrida a 60 V durante 30 min para concentrar la 

proteína y luego una segunda corrida a 100 V durante 60 min para resolver la 

proteína. 
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6. Se retiraron los geles y se colocaron en buffer de transferencia. 

 

14.2.5.5 Transferencia 

7. Activado de membrana: se activó la membrana de PVDF, previamente 

recortada, incubándola 3 min en metanol. 

8. Preparado de cassettes: el gel y la membrana se colocaron en cassettes de 

transferencia, cuidando que estos estén siempre en contacto y que no se 

formaran burbujas entre ellos. 

9. Transferencia: se colocaron los cassettes en la cámara de transferencia, se llenó 

con buffer de transferencia y se transfirió a 70 V durante 90 min. 

10. Se retiró la membrana del cassette y se enjuagó con agua desionizada y metanol. 

Se dejó secar la membrana y se almacenó a 4°C hasta su incubación. 

14.2.5.6 Incubación 

1. Preparado de membrana: se enjuagó la membrana con agua destilada y luego con 

metanol durante 5 min en cada paso. 

2. Bloqueo de membrana: se incubó la membrana con solución de bloqueo al 10% 

durante 30 min. 

3. Incubación con anticuerpo primario: se agregó el anticuerpo primario 

correspondiente previamente diluidos en PBS-Tween y se incubó toda la noche a 

4°C. 

4. Se retiró el anticuerpo primario y se realizaron 3 lavados con solución de lavado 1% 

de 10 min c/u. 

5. Incubación con anticuerpo secundario: se agregó el anticuerpo secundario 

correspondiente previamente diluido en PBS-Tween y se dejó incubar durante 2 

horas a temperatura ambiente. 

6. Se retiró el anticuerpo secundario y se realizaron 3 lavados con solución de lavado 

1% de 10 min c/u. 

7. Se realizaron dos lavados más con PBS 1X durante 5 min c/u. 

8. Incubación con complejo AB: se incubó la membrana con complejo AB durante 30 

min. 

9. Se retiró el complejo AB y se realizaron 3 lavados con  con solución de lavado 1% 

de 10 min c/u. 
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10. Se realizó un lavado más con PBS 1X durante 10 min. 

14.2.5.7 Revelado 

11. Se incubó la membrana en solución de revelado durante 30 segundos y se colocó 

en el escáner, evitando que se formaran burbujas entre la membrana y el escáner.  

Después de la transferencia se manipuló la membrana cuidando que la cara que estuvo en 

contacto con el gel estuviera siempre hacia arriba, excepto al momento de revelar, ya que 

dicha cara se colocó en contacto con el escáner. 

14.2.6 Análisis histológico del testículo 

14.2.6.1 Zonas analizadas en cortes  

Para ambos análisis, score de Johnsen y frecuencia de los estadios del ciclo del epitelio 

seminífero, se analizaron un total de 60 túbulos seminíferos que cumplieran con el criterio 

de circularidad (investigar). Se realizó un barrido en cada zona: para la zona ventral el 

barrido se realizó del extremo craneal al extremo caudal, para la zona caudal el barrido se 

realizó del extremo ventral al extremo dorsal y el barrido en la zona dorsal se realizó del 

extremo caudal al extremo craneal. El barrido se detuvo cuando la cantidad de túbulos 

seminíferos analizados llegaba a 60, por lo cuál no en todos los cortes se analizaron las 

tres zonas.   
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Figura  18. Diagrama de zonas analizadas en cortes sagitales de testículo. En la tabla se muestra el 

área total analizada por cada zona en el corte.  

 14.2.6.2 Cálculo del índice de circularidad y medición de parámetros morfométricos  

El índice de circularidad fue calculado con la finalidad de analizar túbulos con una forma 

circular, ya que la identificación de estadios del ciclo del epitelio seminífero y la medición 

de los parámetros morfométricos es mas sencillo en estos. El cálculo del índice se realizó 

dividiendo el diámetro menor (Φ1) entre el diámetro mayor (Φ2). Se consideraron para 

análisis aquellos túbulos cuyo índice fuera mayor o igual que 0.70.  

En cuanto a los parámetros morfométricos medidos, se tomó como diámetro del túbulo el 

diámetro menor, el grosor del epitelio se midió tomando la distancia entre la lámina basal y 

el lumen y el área del epitelio se calculó restando el área de la luz del túbulo al área total 

del túbulo. 
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Figura  19. Diagramas de cálculo del índice de circularidad y mediciones de: diámetro, grosor del 

epitelio y área del epitelio (imagen tomada de Maynard & Downes, 2019). 

14.2.6.3 Atlas de estadios del ciclo del epitelio seminífero en rata 

El atlas fue elaborado usando el criterio de Leblond y Clermont (1952) para la categorización 

de los 14 estadios del ciclo del epitelio seminífero en rata, mediante los arreglos celulares 

presentes en cada uno de estos.  

Descripción de arreglos celulares en cada estadio (Leblond & Clermont, 1952):  

I. En el compartimiento basal se observan células de Sertoli aplanadas contra la 

lámina basal, asociadas a espermatogonias tipo A, que pueden estar en mitosis. En 

la zona media del epitelio, hay espermatocitos en paquiteno y en el compartimiento 

luminal espermátidas en fase 1 y espermatozoides inmaduros en fase 15 (en esta 

fase las espermátidas se denominan espermatozoides inmaduros).  

II. Espermatogonias tipo A, intermedias y/o tipo B en el compartimiento basal, pocos 

espermatocitos y espermátidas en fase 2 en la porción media del epitelio, separadas 

por agregados de espermatozoides inmaduros en fase 16. 
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III. En el compartimento basal se observan pocas espermatogonias tipo A e 

intermedias. Espermatocitos en crecimiento y espermátidas en fase 3 intercaladas 

con agregados de espermatozoides inmaduros en fase 16. 

IV. Se observan espermatogonias tipo A en mitosis en el compartimento basal, en el 

compartimiento medio se observan espermatocitos  en crecimiento, espermátidas 

en fase 4 con el acrosoma elongado y espermatozoides inmaduros en fase 17 en el 

compartimiento medio y luminal. 

V. Espermatogonias tipo B y pocas espermatogonias tipo A, se observan en el 

compartimiento basal. En el compartimiento medio espermatocitos grandes y 

espermátidas en fase 5, separadas por agregados de espermatozoides maduros en 

fase 17, que están presentes también en el compartimiento luminal. 

VI. En el compartimento luminal se observan células de Sertoli con núcleos triangulares, 

así como espermatogonias tipo A y B. En el compartimiento medio pueden 

observarse espermatocitos en paquiteno y espermátidas en fase 6, cuyo acrosoma 

en desarrollo adquiere forma de sombrilla. Espermatozoides inmaduros en fase 18 

pueden observarse en diferentes compartimientos del epitelio.  

VII. En el compartimento basal pueden observarse espermatogonias tipo B y 

espermatocitos “jóvenes” con núcleo pequeño. En el compartimiento medio se 

observan espermatocitos en paquiteno y espermátidas en fase 7. Los 

espermatozoides inmaduros pierden se disgregan y se observan en el 

compartimiento luminal. 

VIII. Se observan pocas espermatogonias tipo A intercaladas con espermatocitos 

jóvenes y células de Sertoli con núcleo triangular en el compartimiento basal. En el 

compartimiento medio, cerca al compartimiento luminal se observan espermatocitos 

en paquiteno con núcleos grandes. Espermatozoides inmaduros pueden ser 

observados en el compartimento luminal, así como cuerpos residuales (hiperteñidos 

con eosina). 

IX. En el compartimento basal pueden observarse espermatogonias tipo A. En el 

compartimiento medio, cerca al compartimento basal pueden observarse 

espermatocitos en leptoteno, y cerca al compartimento luminal algunos 

espermatocitos en paquiteno. En el compartimento luminal pueden observarse 

espermátidas en fase 9, cuyo núcleo comienza a alargarse y forman una capa bien 

definida. Aun pueden observarse algunos cuerpos residuales. 
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X. Se observan espermatogonias tipo A a través de toda la membrana basal, en el 

compartimiento medio se observan espermatocitos en leptoteno. En el 

compartimiento medio se obaservan espermatocitos en paquiteno. Las 

espermátidas en fase 10, comienzan a separarse.  

XI. Las espermátidas en fase 11 comienzan a formar agregados entre los 

espermatocitos en paquiteno. Los agregados se encuentran anclados a células de 

Sertoli. Los espermatocitos y espermatogonias no muestran cambios 

XII. Se observan grandes cantidades de espermatogonias tipo A en el compartimento 

basal, asociadas con espermatocitos en leptoteno. En el compartimiento medio, se 

observan agregados de espermátidas elongadas en fase 12, separados por 

espermatocitos en paquiteno.  

XIII. Las espermatogonias tipo A y los espermatocitos ahora en zigoteno, se ubican en 

el compartimiento basal. Mientras que en el compartimiento medio se pueden 

observar espermatocitos en diploteno y algunos en diacinesis (los cromosomas 

comienzan a separarse), entre ellos se pueden observar espermátidas en fase 13, 

cuyo núcleo comienza a curvarse.  

XIV. Las espermatogonias tipo A se observan a través de la lámina basal, junto con 

espermatocitos en zigoteno que comienzan la transición hacia espermatocitos en 

paquiteno. Los espermatocitos en diacinesis completan su división y dan origen a 

los espermatocitos secundarios. Las espermátidas en fase 14 adquieren un aspecto 

más alargado y están dispersas entre los espermatocitos secundarios.  

Descripción de tipos celulares:  

Espermatogonia: 

- Tipo A: Núcleo claro con una delgada membrana nuclear. 

- Intermedias: Núcleo con pequeños cúmulos de cromatina y membrana nuclear 

delgada. 

- Tipo B: Núcleo con grandes cúmulos de cromatina y con una delgada membrana 

nuclear. 

Espermatocitos:  

- Primarios: 

▪ Leptoteno: Densa red de filamentos cromosómicos delgados en el núcleo. 

▪ Zigoteno: Los filamentos cromosómicos delgados aparecen agrupados. 
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▪ Paquiteno: Se observan cromosomas se observan pareados en sinapsis y, en 

ocasiones, puede observarse el complejo sinaptonémico. 

▪ Diploteno: No es muy común observarlos. Los cromosomas se observan 

pareados pero no en sinapsis, el complejo sinaptonémico se ha desensamblado. 

▪ Diacinesis: los cromosomas migran hacia la placa metafásica.  

- Secundarios: Solo pueden observarse en el estadio XIV. Presentan un núcleo muy 

grande, con una lámina basal muy delgada y un cúmulo de cromatina muy grande 

en el centro.  

Espermatogonias (fases):  

1. Presencia de idiosoma localizado en la zona del aparato de Golgi. 

2. Presencia de gránulos (1-4) en el idiosoma. 

3. Presencia de gránulo acrosomal. 

4. Granulo acrosomal aplanado contra el núcleo. 

5. EL granulo acrosomal se observa elongado y comienza a cubrir el núcleo. 

6. Idisoma separado del gránulo acrosomal. Se comienza a formar el casquete y 

aparecen los centriolos en el extremo opuesto de este.  

7. El casquete alcanza su tamaño máximo. 

8. El gránulo acrosomal y el casquete se orientan hacia la lámina basal. 

9. El núcleo se observa pequeño y aplanado, rodeado por el casquete (ápice celular). 

El gránulo acrosomal se observa elongado y se denomina “acrosoma” 

10. El extremo caudal del casquete se extiende al extremo caudal del núcleo. 

11. El núcleo y el casquete aparecen más elongados y el ápice celular se vuelve 

redondo. 

12. El núcleo alcanza su tamaño máximo, el ápice del acrosoma adquiere forma de 

cuña. 

13. En núcleo de vuelve más delgado y con un ápice puntiagudo. El citoplasma se 

condensa alrededor de la cola. 

14.  El núcleo se contrae para volverse más pequeño. El acrosoma de observa en forma 

de cresta y está fijo al eje dorsal. 

15. En esta fase adquieren la denominación de espermatozoides inmaduros. Aparece 

una membrana fina con forma de aleta, derivada del casquete, a lo largo del eje 

dorsal, entre el extremo caudal del acrosoma y el eje dorsal del núcleo. 
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16. La membrana fina con forma de aleta desaparece. El acrosoma se extiende 

caudalmente a lo largo del eje dorsal.  

17. El acrosoma y el casquete aparecen desplazados en delante del núcleo. 

18. El citoplasma se acumula en la concavidad de la cabeza del espermatozoide 

inmaduro. 

19. No presentan grandes diferencias con la fase 18. Cuando se realiza tinción PAS, el 

casquete y el acrosoma se tiñen menos que en la fase 18.  
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Figura  20. Atlas de los estadios del ciclo del epitelio seminífero en rata. Tinción H&E. todas las 

fotomicrografías de muestran a un aumento X400. 
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14.2.7 ELISA 

14.2.7.1 Preparación de Standard  

1. Se preparó la solución Standard de TNF-α (100 ng/ mL) añadiendo 400 μL de 

buffer diluyente de muestra al vial correspondiente y se agitó de manera gentil 

hasta que se disolvió el TNF-α en polvo 

2. Se etiquetaron los viales del 1 al 7 

3. Al vial 1 se le añadieron 100 μL de Standard de TNF-α y 400 μL de buffer 

diluyente de muestra, se homogenizó de manera gentil 

4. En los siguientes viales (2-7) se añadieron 400 μL de buffer diluyente de muestra 

5. Al vial 2 se le añadieron 200 μL del vial 1 y se homogenizó 

6. Al vial 3 se le añadieron 200 μL del vial 3 y se homogenizó; el mismo 

procedimiento se realizó con los siguientes viales, hasta llegar al vial 7 

7. Se utilizó buffer diluyente de muestra como blanco 

14.2.7.2 Homogenización del tejido 

1. Se agregaron 500 μL de buffer de lisis por cada 10 mg de testículo  

2. El tejido fue homogenizado completamente  

3. El homogenizado fue centrifugado a 13500 rpm durante 40 min a 4°C 

4. El sobrenadante fue recolectado y almacenado a 20°C hasta el día siguiente 

Las muestras de suero no fueron diluídas ni homogenizadas, se cargaron en los 

pozos tal cual. 

14.2.7.3 Ensayo  

1. Se colocaron 100 μL de  Standard en los pozos correspondientes 

2. De cada muestra (suero y testículo) se colocaron 25 μL más 75 μL de buffer 

diluyente de muestra en sus pozos correspondientes y se incubó la placa por 

2.5 h en agitación constante 

3. Se descartaron las soluciones y se realizaron 4 lavados colocando 300 μL de 

solución de lavado en cada pozo; la solución fue descartada y la placa se golpeó 

boca abajo de manera suave contra una servilleta en la mesa para eliminar el 

exceso 

4. Se añadieron 100 μL del anticuerpo de detección biotinilado para TNF-α en cada 

pozo y se incubí por 1 h en constante agitación 

5. Se descartó la solución y de realizaron 4 lavados de la misma manera 

especificada en el paso 3 
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6. Se añadieron 100 μL de solución HRP-Streptavidin a cada pozo y se incubó por 

45 min en constante agitación 

7. Se descartó la solución y de realizaron 4 lavados de la misma manera 

especificada en el paso 3 

8. Se añadieron 100 μL de sustrato TBM de un solo paso  a cada pozo y se incubó 

por 30 min en constante agitación y en oscuridad 

9. Se añadieron 50 μL de solución Stop a cada pozo y se leyó la placa 

inmediatamente a 450 nm en un lector de placas H Reader 1, HLab ®. 

Todas las muestras se manejaron por duplicado. 

Para más detalles sobre el procedimiento revisar el manual del kit de detección de 

TNF-α mediante ELISA en un solo paso (Abcam, cat: ab100785) 
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