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RESUMEN

El varicocele (VAR) es la dilatacion patoldgica del plexo pampiniforme y de la vena
testicular siendo una de las causas mas comunes de infertilidad masculina aun
corregida la enfermedad. Su incidencia en la adolescencia y en la etapa adulta es
del 15 al 28%, y no se diagnostica antes de los 10 afios de edad, lo cual hace
suponer que se origina en la adolescencia periodo critico para el establecimiento de
la fertilidad futura. Dentro de los riesgos del VAR se encuentra la hipotrofia testicular,
los mecanismos exactos que generan la enfermedad aun se desconocen, aunque
se ha propuesto al estrés oxidante (EO) como la principal causa de dafio. El objetivo
del presente trabajo es determinar si la administracion de nitroprusiato (NP), como
modelo alternativo del VAR en ratas prepuberes, genera EO afectando la
maduracion de las células de Sertoli (SC). EI NP es un compuesto generador de
EO, tal y como se ha observado en el VAR. Por tanto estudiamos el efecto del NP,
como modelo alternativo del VAR como generador de EO y sus efectos sobre la
maduraciéon de las SC en una etapa prepuber. Se utilizaron 36 ratas macho Wistar
de 14 dias de edad y se formaron 4 grupos experimentales [Control, Vehiculo
(solucion salina), Nitroprusiato [NP (12mg/kg de nitroprusiato)] y Control ferricianuro
[Ctrl FC (12mg/kg de ferricianuro)]. Se realizaron las pruebas de lipoperoxidacion,
apoptosis, indice histopatologico, area epitelial e inmunohistoquimicas dirigidas a
inhibina-a (marcador de inmadurez de las CS), receptor de androgenos (RA)
(marcador de funcionalidad de las CS) y antigeno nuclear de células en proliferaciéon
(PCNA). EI grupo NP presento una tendencia al aumento de la lipoperoxidacion,
aumento significativo de radicales libres, de células en apoptosis, de las alteraciones
histologicas, de los granulos de inhibina a, antigeno nuclear de proliferacion celular
y reduccion significativa del area tubular y RA en comparacion con los demas grupos
experimentales. La aplicacién de NP genera EO, tal y como se presenta en el VAR,
lo que afecta la maduracion de las CS generando una disminucion en el numero de
células germinales.

Palabras clave: Varicocele (VAR), testiculo, nitroprusiato (NP), Adolescencia, estrés oxidante (EO),
células de Sertoli (CS).



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La aplicacion de nitroprusiato como modelo alternativo de varicocele,
aumentara las concentraciones de especies reactivas de nitrogeno en
el testiculo de ratas prepuber, manteniendo la inmadurez de las células
de Sertoli?

INTRODUCCION

TESTICULO

Estructura

Los testiculos son drganos pares, cada uno de ellos estd situado en un
compartimiento individual dentro de la bolsa testicular (escroto) y se encuentra
rodeado por una cavidad serosa estrecha que se desarrolla a partir de la cavidad
peritoneal. Esta cavidad se halla dentro de la tunica vaginal del testiculo, una de las
cubiertas testiculares. En los tubos seminiferos del testiculo se forman los
espermatozoides y en las células de Leydig (CL) se sintetiza la hormona sexual

masculina (testosterona) (Figura 1) (Welsch, 2010).

Tubulos seminiferos

Los tubulos seminiferos estan contorneados y son las estructuras dominantes en
los preparados histolégicos de testiculo. Se cortan a todos los planos posibles, en
la mayor parte de los casos la luz esta vacia, pero puede contener espermatozoides
aislados (Figura 1) (Welsch, 2010).

Dentro de los tubulos seminiferos, el epitelio seminifero esta dividido en dos
compartimentos que estan separados por las uniones estrechas formadas entre las
células de Sertoli (CS). Estos reciben el nombre de compartimento basal que se
encuentra por debajo de las uniones estrechas y se comunica en grado reducido
con el medio matricial del tejido conjuntivo subepitelial, y el compartimento adluminal

que se encuentra por arriba de las uniones estrechas en donde hay un medio
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cerrado (sobre todo en el aspecto inmunoldgico) en el que se diferencian las células
germinales (CG) a espermatozoides. Por su parte, las uniones estrechas junto con
las células mioides que rodean al tubulo seminifero y la lamina basal, forman la
barrera hematotesticular que protege a las CG de factores externos que puedan
danarlas (Welsch, 2010).

Tipos celulares

Dentro de los testiculos podemos encontrar los siguientes tipos celulares:

Las CL que estan distribuidas en grupos e hileras en el intersticio entre los lobulillos
testiculares (Figura 2); se originan del mesénquima intertubular del testiculo. Las CL
constituyen en conjunto una glandula de secrecion interna difusa, ya que sintetizan
los andrégenos u hormonas sexuales masculinas, principalmente testosterona
(Mendis y Siril, 2001; Parthasarathy y Balasubramanian, 2008a; Welsch, 2010).

Figura 2. Epitelio seminifero, representacién esquematica de la ubicacion de las células de leydig
y de su estimulacién para producir testosterona por acciéon de la hormona luteinizante, Imagen
modificada de Alvarez (1989).
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Las CS son células contenidas en los tubulos seminiferos brindando soporte

estructural y metabdlico a las CG durante la espermatogénesis. Al ser estimuladas

por la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) estimulan la

maduracion de los espermatozoides (Figura 3) (Buzzard y col., 2002; Walker y
Cheng 2005; Welsch, 2010).

Las CS pasan por diferentes procesos durante el desarrollo del organismo:

Diferenciacion: Ocurre en el desarrollo embrionario al diferenciarse a partir
de las células mesenquimales.

Proliferacion: Consta de dos etapas, la primera se da en el periodo fetal y la
segunda en el periodo peripuberal. Existen marcadores con los cuales se
puede cuantificar la proliferacion de las CS y otros tipos celulares (CG), como
el antigeno nuclear de células en proliferaciéon (PCNA, por sus siglas en
inglés) es una proteina nuclear sintetizada en la fase G1 temprana y en la
fase S del ciclo celular. Esta proteina se localiza en el nucleo y favorece la
sintesis de ADN, ya que es un cofactor de la ADN polimerasa delta. Cuando
existe dafo en el ADN, la proteina PCNA se reubica y participa en la via de
reparacion del ADN (Maga y Hubscher, 2003).

Maduracién: Se presenta en la etapa adulta y puede ser identificada por la
expresion de proteinas [Receptor de androgenos (RA), Glicoproteina
sulfatada-2 (SGP-2)], factores de trascripcion [(GATA-1y 4), gen del tumor
de Wilms (WT1)] y las hormonas que producen estas células (Inhibina-B)
(Sharp y col., 2003). Por su parte las células inmaduras expresan proteinas
(WT1) y hormonas que producen estas células (granulos de Inhibina-a)
(Sharp y col., 2003; Nistal y col., 2011).

Por su parte, el numero de CS en el adulto esta determinado por el tamafo de

ambos testiculos y la produccion diaria de los espermatozoides. Esto se debe a que

cada CS tiene la capacidad para soportar determinado numero de CG y esta
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capacidad varia entre especies. El numero de CS esta determinado antes de la edad
adulta (Buzzard y col., 2002; Sharpe y col., 2003; Walker y Cheng, 2005).
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Figura 3. Epitelio seminifero, representacion esquematica con células de Sertoli (Tomada de
Welsch, 2010).

Las CG, que tienen un origen embrionario se diferencian a partir de las CG
primordiales, las cuales migran desde el aparato digestivo primitivo hasta la cresta
gonadal diferenciandose a stem cell y finalizando como gonocitos en el desarrollo
embrionario. Estos gonocitos migran desde el centro del epitelio de los cordones
seminiferos (tubulos seminiferos antes de formar la luz) y al contacto con la lamina
basal se diferencian a espermatogonias, las cuales, entraran en la
espermatogénesis para finalmente diferenciarse a espermatozoides (Solari, 2007,

Vigueras, y col., 2013).

Proceso de espermatogénesis

A su vez, la espermatogénesis es el proceso fisioldgico donde se lleva a cabo la
formacion y maduracion del espermatozoide en los tubulos seminiferos (en la rata

tiene una duracion de 65 dias y en el humano de 64 a 75 dias) (Figura 4) y es
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estimulada por la accién de las hormonas gonadotropicas (FSH y LH) que son
producidas por las células gonadotropas de la adenohipdfisis (Hess, 1999; Johnson
y col., 2000; Maeda y col., 2000; Royere y col., 2004; Franca y col., 2005; Malaga y
col., 2005; Guyton, 2011).
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Figura 4. A) Fases del ciclo célular de la espermatogénesis en la rata. A, Espermatogonia tipo A; In,
Espermatogonia intermedia; B, Espermatogonia tipo B; R, Espermatocito primario; L, Espermatocito en
leptoteno; Z, Espermatocito en cigoteno; P (1), P (VII), /P (XIl), temprano, intermedio y tardio (Espermatocito en
paquiteno). Los numeros romanos indican la fase del ciclo en el cual se encuentran; Di, Diploteno; II,
Espermatocito secundario; 1-19, pasos de la espermiogénesis (Obtenida de Maeda y col., 2000), B) Fases del
ciclo células de la espermatogénesis en humano, Espermatogonias A: Oscura (Ao), Palida (Ap),
Espermatogonia tardia (B), Mitosis (M), Espermatocitos: Preleptoteno (P), Leptoteno (L), Zigoteno (Z),
Paquiteno temprano (TP), Paquiteno medio (MP), Paquiteno tardio (PT), Secundario (ll), Primera division de
maduracion (Div 1), segunda division de maduracién (Div 2), Nucleo (N), Acrosoma (A), Centriolos (C), Flagelo
(F), Mitocondria (M) y Cuerpo residual (CR) (Tomada de Urbina y Lerner, 2008).

La fase de la espermiogénesis, es el proceso por medio del cual las espermatides
se transforman en espermatozoides maduros; este proceso puede llevarse a cabo

en una a tres semanas, dependiendo de la especie. Estas transformaciones
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consisten en la condensacion y elongacion del nucleo que se dirige a la periferia de
la célula, la formacion del acrosoma a partir de la fusidén de las vesiculas producidas
por el aparato de Golgi, formacion del flagelo que se desarrolla a partir del centriolo
que se localiza en el polo posterior de la espermatide, reorganizacion de las
mitocondrias y pérdida del citoplasma (Maeda y col., 2000). En un principio, la
espermatide tiene la forma de una célula redonda, lo cual no dura mucho ya que la
célula comienza a alargarse para finalmente formar el espermatozoide (Figura 5)
(Maeda y col., 2000; Olivera y col., 2006; Ross y Pawlina, 2007; Guyton, 2011).

Flagelo ¥ & "‘ Aparato de Golgi

Vesicula
acrosomica

Figura 5. Imagen que muestra las modificaciones en la estructura de los organulos de la espermatide
en el humano (Espermiogénesis) Tomada de Ross y Pawlina (2007).

La maduracién de los espermatozoides en el testiculo termina con la fase de
espermiacion o liberaciéon de estos a la luz del tubulo seminifero, favorecida por los
movimientos peristalticos del epitelio seminifero y la participacion de las CS. En este
momento, los espermatozoides son transportados a la red de testis pasando por los

conductos eferentes y de alli al epididimo en donde sufriran un proceso de
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maduracion celular que les permitira adquirir su potencial fecundante y cuyo rasgo
mas perceptible es la adquisicion de la motilidad (Los espermatozoides se
almacenan posteriormente en la cauda del epididimo) (Olivera y col., 2006; Ross y
Pawlina, 2007).

Meiosis

Dentro de la espermatogénesis existe otro proceso que atraviesan las CG, que lleva

el nombre de meiosis.

La meiosis es un proceso de division celular, el cual, a partir de una célula diploide
(2n) se generan 4 haploides (1n). Este proceso requiere de dos divisiones celulares,
meiosis | y meiosis Il, ambas comprenden profase, metafase, anafase y telofase.
Durante la meiosis | los miembros de cada par homologo de cromosomas se
distribuyen en diferentes nucleos. En la meiosis Il, las cromatides hermanas que
formaban cada cromosoma se separan y se distribuyen en los nucleos de las células
hijas. Las unicas células que sufren el proceso meiético son las de la linea germinal,
es decir, aquellas que van a formar los gametos masculinos y femeninos (Audesirk
y col., 2004).

Eje hipotalamo-hipofisis-gonadal

Las funciones del testiculo requieren una integracion fisiolégica entre elementos
neuroglandulares individuales que son ejercidos por el eje hipotalamo-hipdfisis-
gonadal, en donde el hipotdlamo segrega la hormona liberadora de las
gonadotropinas (GnRH, por sus siglas en inglés) de las regiones predpticas y
mediobasal que estimula la secrecién de LH y FSH por las células gonadotropas de

la adenohipdfisis (Figura 6) (Samuel y col., 2001; Palacios, 2008).
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Figura 6. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, modificado de Palacios
(2008).

INHIBINA

A su vez, la FSH estimula a las CS para la produccion de inhibina y la LH actua
sobre las CL, estimulando la sintesis de testosterona (Samuel y col., 2001; Palacios,
2008).

Existen mecanismos de retroalimentacion negativa entre los esteroides sexuales
testiculares, la hipdfisis y el hipotalamo, de manera que al aumentar, inhiben la
secrecion de GnRH y en consecuencia de las gonadotropinas. De igual manera, la
testosterona actua negativamente interfiriendo con la secreciéon de la LH, esto
debido a que el hipotalamo tiene receptores especializados para el acoplamiento de
la testosterona sin necesidad de que esta sea aromatizada. Otra hormona que
también tiene un efecto inhibitorio sobre la secrecion de FSH es la inhibina,
producida por las CS y que es liberada en la ultima fase de la espermatogénesis
(Samuel y col., 2001; Palacios, 2008).

Patologias que afectan la funcién reproductiva

Al alterar el eje-hipotalamo-hipofisis- gdbnada pueden originarse varias alteraciones
testiculares, las cuales se ven reflejadas en la produccién de espermatozoides y por
lo tanto disminuye la fertilidad masculina hasta llegar a generar infertilidad, la cual

se define como la incapacidad de una pareja, de concebir un hijo después de un
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afio de relaciones sexuales frecuentes y sin utilizar ningun medio anticonceptivo.
Actualmente la infertilidad llega a afectar hasta un 20% de las parejas, en algun

momento de su vida reproductiva (Vite y col., 2005; Gongora y col., 2011).

Se estima que del 20 al 50% de la incapacidad de la pareja para poder procrear un
hijo es debido a problemas de infertilidad que presentan los varones y el 40% es
asociado a ambos (Vite y col., 2005; Goéngora y col., 2011). Por esta razon, es muy
importante la evaluacién de los varones con infertilidad, para estudiar el problema y
otorgar un tratamiento que permita al hombre como individuo tener una salud tanto

fisica como mental y abordando los distintos origenes de la enfermedad.

En la actualidad la infertilidad es causada por diversas etiologias, tal es el caso de
la torsion testicular, obesidad, estilo de vida, drogas, farmacos y enfermedades
infecciosas del tracto reproductor, como la epididimitis, orquitis, prostatitis y
vesiculitis, y patologias de origen idiopatico como la criptorquidia y el varicocele
(Brugo, 2003; Vite y col., 2005; Rafaela, 2008).

ANTECEDENTES

VARICOCELE

Fisiopatologia

El varicocele (VAR) es la dilatacion patoldgica del plexo pampiniforme y de la vena
testicular (Figura 7) siendo una de las causas mas comunes de infertilidad
masculina asociada a una disminucion de la cuenta espermatica. En la vena
testicular izquierda se presenta con una frecuencia hasta del 90%, aunque también
se presenta en la vena testicular derecha del 1 al 2% y solo del 1 al 2% se presenta
de forma bilateral (Turek y Lipshultz, 1995; Cueva y Echevarria, 2001; Miyaoka y
Esteves, 2012).
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Figura 7. Imagen que muestra la dilatacion de la vena testicular izquierda y del plexo pampiniforme
varicocele.

Su incidencia en la adolescencia y en la etapa adulta es del 15 al 28% (Pfeiffer y
col., 2006; Glasberg, 2007) y en adultos representa hasta el 42% de los individuos
diagnosticados con Infertilidad primaria (Naughton y col., 2001; Greenfield y col.,
2002; Blumer y col., 2011). Esta anomalia regularmente, no se presenta antes de

los 10 anos de edad, lo cual hace creer que tiene sus origenes en la adolescencia.

Etiologia

Se han propuesto diversas teorias para tratar de explicar el origen del VAR, una de
ellas dice que debido al origen de la vena testicular izquierda esta desarrolla un
aumento de presion hidrostatica que es trasmitido al plexo pampiniforme,
provocando que las venas se dilaten y presenten tortuosidad (cascanueces) y
probablemente una obstruccién parcial de la vena renal (Paduch, 1999; Naughton y
col., 2001; Blumer y col., 2011).

Otra teoria plantea que existen diferencias anatomicas entre la vena testicular
izquierda y la derecha, lo que provocara una mayor disposicion de la vena testicular
izquierda a desarrollar VAR, esto debido a que la vena testicular derecha proviene

directamente de la parte inferior de la vena cava, mientras que la vena testicular
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izquierda proviene de la vena renal, lo que puede hacerla mas susceptible (Paduch,
1999; Naughton y col., 2001; Blumery col., 2011).

Una tercera teoria propone que la disminucion del flujo sanguineo es causada por
la deficiencia de las valvas venosas en la vena testicular, provocando un reflujo de
la sangre (Paduch, 1999; Naughton y col., 2001). Se debe senalar que estas teorias
no han sido completamente comprobadas y una o mas podrian estar involucradas,

es por esto que el VAR se considera una enfermedad multifactorial.

Por otra parte, para la clasificacion del VAR se han descrito diferentes grados en
donde se evalua al paciente con un examen fisico, este debe realizarse con la
persona en decubito supino y de pie, para que puje y halla una dilatacion de la vena
testicular y del plexo pampiniforme (maniobras de valsalva) y de esta forma poder
ser evaluadas, adicionalmente cuando el VAR es subclinico se realiza un examen

de ecografia Doppler (Bricefio, y col., 2008).

Clasificacion del varicocele

Con base en las caracteristicas clinicas se clasifica de la siguiente manera:
e Subclinico: No palpable o visible en reposo o0 maniobras de valsalva, pero se
demuestra reflujo en el examen de ecografia Doppler.
e Grado 1: Palpable durante las maniobras de valsalva pero no visible.
e Grado 2: Visible y palpable con maniobras de valsalva.

e Grado 3: Visible y palpable sin maniobras de valsalva.

En estudios realizados en pacientes adultos con fertilidad primaria y secundaria, se
ha observado que la infertilidad esta asociada al grado del VAR, en muchos casos
pacientes con infertilidad primaria padecen VAR de grado lll y el dafio es muy

severo, a diferencia de pacientes con infertilidad secundaria en donde el grado del
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VAR varia y no necesariamente va a desarrollar problemas de fertilidad (Mori y col.,
2008).

Riesgos del varicocele

Dentro de los riesgos del VAR se encuentra la hipotrofia testicular (disminucion del
volumen del testiculo). Los mecanismos exactos que generan la enfermedad aun
se desconocen, aunque se han estudiado varios factores producidos por el VAR
que parecen participar en la misma, como son la temperatura, la presion venosa,
hipoxia, reflujo de metabolitos que provienen del riidn y de la adrenal, estrés
oxidante (EO) y alteraciones endocrinas (Glezerman y col., 1976; Naughton y col.,
2001; Vasquez, 2004; Khera y Lipshultz, 2008; Blumer y col., 2011). A su vez, el
riesgo del VAR a largo plazo como se ha visto en pacientes que llegan a las clinicas
debido a su incapacidad de procrear un hijo y a los que son canalizados por
deteccion casual en la adolescencia, es la capacidad de esta enfermedad de ir
evolucionando generando un mayor dafio con el trascurso del tiempo. Esto lo hace
una patologia progresiva que si no es detectada a tiempo puede llegar a generar un
mayor dafo testicular que se vera reflejado en la disminucién del tamafio testicular

y de los parametros seminales (Briceno, y col., 2008; Blumer y col., 2011).

Consecuencias del varicocele

Hipoxia

Como ya se sabe, el VAR provoca un reflujo sanguineo a nivel de la vena testicular
que puede ocasionar hipoxia y un aumento de la temperatura en el testiculo por el
estacionamiento sanguineo en el plexo pampiniforme, siendo la hipoxia un estado
de deficiencia de oxigeno en la sangre, células y tejidos, esta deficiencia detona la
produccion de factores de la familia inducible de hipoxia, como la HIF-1 que regula
varias respuestas fisioldgicas, ejemplo de ello son: la vasodilatacion, angiogénesis,
eritropoyesis y glucdlisis (Lee y col., 2006).
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Estrés oxidante

Se ha considerado que la exposicién a hipoxia puede llegar a producir un gran
estrés fisioldgico induciendo respuestas celulares que resultan en efectos que
pueden llegar a danar ciertos tejidos, o que se ha atribuido principalmente a la
generacion de radicales libres (RL), que resultan en la alteracion de ciertos procesos

celulares.

En determinadas circunstancias, la produccion de RL puede aumentar en forma
descontrolada, situacion conocida con el nombre de EO. El concepto expresa la
existencia de un desequilibrio entre las velocidades de produccién y de destruccion
de las moléculas téxicas que da lugar a un aumento en la concentracion celular de

estos radicales (Venereo, 2002).

ElI EO ocurre en los organismos que, por mala nutricion, enfermedad u otras causas,
pierden el equilibrio entre RL y antioxidantes. Es en esta situacion de EO en la que
se manifiestan las lesiones que producen los RL, que reaccionan quimicamente con
lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN al interior de las células, y con componentes
de la matriz extracelular, por lo que pueden desencadenar un dafio irreversible que

si es muy extenso, puede llevar a la muerte celular (Venereo, 2002).

Por su parte, la membrana celular es una de las mas afectadas por el dafio
ocasionado por el EO, esto por estar constituida por acidos grasos insaturados que
la hacen susceptible a lipoperoxidacion. El dano de la membrana celular incrementa
su permeabilidad permitiendo la inactivacion de diversos sistemas moleculares

(lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN) (Bustos y col., 2010).

En el caso de la hipoxia cronica desarrollada en el VAR, existen estudios en donde
se ha observado una disminucion de los parametros seminales por la presencia de
especies reactivas de nitrégeno (ERN) en el eyaculado (hasta en un 77% de los

pacientes) y un aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO), y ERN en la vena
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testicular en comparacién con las concentraciones periféricas, por lo que los danos
reportados se han asociado basicamente al EO permanente ocasionado por los RL
(Glezerman y col., 1976; Naughton y col., 2001; Vasquez y col., 2009; Zepeda y
Farias, 2013).

Radicales libres

Los RL son moléculas que contienen uno o0 mas electrones desapareados, por lo
que son muy reactivos, ya que tienden a captar un electrén de otros atomos con el
fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el RL ha conseguido
sustraer el electrén que necesita, la molécula estable que lo pierde se convierte a
su vez en un RL por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una
reaccion en cadena. Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores
especificos, tienen una capacidad de agresién indiscriminada sobre células y tejidos

vivientes (Venereo, 2002).

Como producto de nuestro metabolismo se generan distintos tipos de RL, tales
como: ERO: anién superdxido, anién peréxido, el radical perhidroxilo, radical
hidroxilo y ERN: 6xido nitrico, radical peroxinitrito (ONOQO") y acido peroxinitrito
(HONOO"). Cuya principal fuente son las mitocondrias, los lisosomas, los
peroxisomas, asi como la membrana nuclear, citoplasmica, reticulo endoplasmico y
macrofagos. Los RL también son generados por factores como: la contaminacion
ambiental, la exposicidn a radiaciones ionizantes, el tabaco, los medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas,
herbicidas y fungicidas (Ingrid y col., 2005; Maldonado y col., 2010; Aprioku, 2013).

Oxido nitrico

Por su parte, el 6xido nitrico (ON,) es un RL pequefio e hidrofébico capaz de pasar
a través de la membrana de las células y que es sintetizado por la éxido nitrico
sintetasa (NOS, por sus siglas en inglés) a partir de la L-arginina y tiene varios roles
que son esenciales en los mamiferos trabajando como mensajero intracelular e
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intercelular en varios sistemas biolégicos (Murphy, 1999; Fujisawa y col., 2000;

Huang y col., 2012).

NOS esta clasificado en varias isoformas: NOS endotelial (eNOS, por sus siglas en
inglés), NOS neuronal (nNOS, por sus siglas en inglés), NOS inducible (iNOS, por
sus siglas en inglés) y NOS mitocondrial (mtNOS, por sus siglas en inglés), el cual
se cree que es una modificacion de nNOS, todos estos tipos de NOS se han
reportado estar presentes en el 6rgano reproductor masculino, en donde eNOS esta
presente en testiculo, epididimo y conductos deferentes, mientras que nNOS ha
sido identificado en CL e INOS en CS. Tanto eNOS y nNOS son tipos constituyentes
de NOS y se expresan de manera normal en todos los tejidos a diferencia de iINOS
que se expresa en macroéfagos, esto inducido por citosinas y endotoxinas en el caso
de reaccion inflamatoria y otras condiciones anormales, ademas, se ha encontrado
que iINOS no es especifica de macrofagos y que también es expresada en células
como hepatocitos, musculo estriado y mas recientemente en el citoplasma de las
CL. Las concentraciones de NOS estan reguladas por el calcio, en donde eNOS y
nNOS en concentraciones normales de calcio estan inactivas, en contraste con
INOS que limita su produccion de ON a la cantidad de enzima o al sustrato de

cofactores presentes (Murphy, 1999; Fujisawa y col., 2000; Huang y col., 2012).

A su vez los efectos del ON son dosis dependiente; en concentraciones adecuadas
actua como mediador de funciones fisioldgicas, mientras que a niveles elevados
puede ser daifino a través de moléculas producidas como: peroxinitrito (ONOO"). El
ONOO- se forma cada vez que ON y el ion super oxido (O2) se producen
simultaneamente y puede dafiar moléculas como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos y también puede oxidar a las mitocondrias. EI ON suele competir con la
enzima super oxido dismutasa (SOD) para reaccionar con Oz, otro radical que se
forma es el acido peroxinitrito HONOO- el cual puede difundir a través de la
membrana y causar dafio a las células (Murphy, 1999; Fujisawa y col., 2000; Huang
y col., 2012).
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El ON también puede causar EO por otras vias, ejemplo de ello son los 6xidos de
nitrogeno que se forman principalmente en los lipidos de las membranas. EI ON
intensifica el EO provocado por el peréxido de hidrogeno (H202), a pesar de que el
ON causa dano al provocar EO también puede llegar a proteger al captar algunos
RL tal como el radical hidroxil (OH), convirtiéndolas en moléculas menos dafiinas
(Murphy, 1999; Fujisawa y col., 2000; Huang y col., 2012).

ON y cadena respiratoria

Se ha observado que el ON afecta la cadena respiratoria y que afecta
principalmente al citocromo ¢ oxidasa (COX o complejo 1V), en donde este radical
se une al sitio de unién binuclear (hemo as/Cus) del oxigeno de dicho complejo. La
exposiciéon a ON por periodos cortos de tiempo y a concentraciones fisiologicas,
inhibe rapidamente al complejo IV mitocondrial de una manera reversible y
competitiva. Se ha propuesto que el probable significado fisiologico de esta
interaccién podria ser la regulacion de la produccion de H202, la regulacion de la
liberacion del citocromo ¢ durante la apoptosis y la prevencion de la hipoxia en
tejidos vivos mediante la inhibicion de la respiracion mitocondrial, con lo cual se
extienden los gradientes de difusién del O2 provenientes de los vasos sanguineos
permitiendo que el O2 difunda hasta células mas distales (Murphy, 1999; Saavedra
y col., 2004).

Por el contrario, la exposicién durante tiempos prolongados al ON promueve una
inhibicion progresiva de la respiracion que se vuelve irreversible con el trascurso del
tiempo. Bajo estas condiciones, el complejo | es inhibido de manera especifica y
este efecto no puede ser prevenido ni por la adicion de SOD o el atrapador de
ONOO: metionina, lo que en ultimo término se refleja en la inhibicién de la cadena
respiratoria y la respiracion celular (Murphy, 1999; Saavedra y col., 2004). Por otro
lado la cadena respiratoria es la principal fuente generadora de Oz en las
mitocondrias de los mamiferos a nivel de los complejos | y Ill asi el ON puede

reaccionar facilmente con Oz para formar el RL ONOO-. El ONOO- puede a su vez
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reaccionar con grupos tiol (SH) de residuos de cisteina (s-nitrosilacion) y grupos OH
de residuos de tirosina (nitracion). Este hecho implica que el ON también puede
actuar a nivel de las mitocondrias a través de la formacién de ERN. De modo que,
un aumento en la produccién de Oz por la inhibicion de la cadena respiratoria o por
la disminucién de la actividad de los sistemas antioxidantes (durante el EO), junto
con una produccién sostenida de ON por parte de nNOS, eNOS, iINOS y mtNOS o
por la activacion de los macrofagos, puede dar lugar a una importante formacion de
ONOO (Murphy, 1999; Saavedra y col., 2004).

ON y muerte celular

Dentro de los factores que promueven la muerte celular, también podemos
encontrar al ON, que como ya vimos puede causar dafno del ADN (activando la via
intrinseca de la apoptosis) y una disrupcidén del metabolismo energético,
interfiriendo con la homeostasis del calcio y la funcidon mitocondrial, situaciones que
pueden llevar a las células a la muerte, ya sea por apoptosis o por necrosis,
dependiendo del dafio causado por este radical. Como lo mencionamos el ON inhibe
rapidamente a la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial, y de esta forma estimula la
produccion de ERO, en donde su sobreproduccion provoca la expresion exagerada
de la proteina p53 y de la ceramida (factores que inducen la apoptosis) (Agarwal y
col., 2009; Blumer y col., 2011).

Antioxidantes

Los antioxidantes estan constituidos por un grupo de sustancias, las cuales, se
presentan en bajas concentraciones con respecto a los RL, retrasan o previenen
significativamente la oxidacion de las moléculas. Los antioxidantes impiden que las
moléculas se unan al oxigeno y las ERO, al inactivar a los RL, ya que le ceden un
e”oxidandolo y transformandolo en un RL débil no téxico y que en algunos casos,
puede regresar al RL a su forma primitiva por la accion de otros antioxidantes.
Obviamente, no todos los antioxidantes actuan de esta manera, los llamados
enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que a

26



su vez reaccionan con los RL. Cada antioxidante posee una afinidad hacia un
determinado RL o hacia varios (Venereo, 2002; Ramos y col., 2006; Ingrid y col.,
2005).

Existen diferentes tipos de antioxidantes. Los primarios que tienen la funcién de
prevenir la formacion de RL, los secundarios que tienen la funcién de atrapar a los
RL y los terciarios que reparan a las biomoléculas cuando estas ya han sido

danadas por los RL:

Primarios e Superodxido dismutasa (SOD).

e Glutation peroxidasa (GPx), Glutation reductasa (GR), Glutation S-
transferasa (GST) y glutatién peroxidasa dependiente de selenio (Se-
GPx).

e Proteinas de unién a metales (ferritinina, ceruloplasmina, etc.)

e Catalasas

Secundarios e Vitamina E (a-tocoferol).
¢ Vitamina C (ascorbato).
e Beta carotenos.

e Acido urico.

e Bilirrubina.

e Albumina

Terciarios e Enzimas reparadoras de ADN.

¢ Metionina sulféxido reductasa.

Estudio del varicocele a través del uso de modelos animales

El manejo de los modelos animales en enfermedades humanas como en el VAR ha
sido de gran utilidad en distintas areas de la investigacion, constituyendo uno de los
pasos fundamentales en la medicina actual. Su utilizacién tiene su fundamento en
el hecho de considerar a otras especies animales como modelos en miniatura de
los problemas humanos. Se han realizado experimentos con animales basicamente
en tres campos: la docencia, la industria y la investigacion. En la investigacion, se

han desarrollado modelos de animales para evaluar enfermedades, producir drogas
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o vacunas, como fuente donante de células y d6rganos, asi como proteinas

sanguineas o anticuerpos entre muchas otras (Rodriguez, 2007).

En el humano el VAR es una patologia que es muy dificil de estudiar, debido a que,
la adquisicion de tejido testicular con propdsitos experimentales, éticamente no esta
permitido, ademas que el control de variables no es absoluto, es por eso que se han
desarrollado modelos de VAR quirurgico, empleando ratas, conejos y perros (Joop
y Cees, 1989; Turner, 2001; Saalu y col., 2009).

Uno de los principales problemas en la induccién de VAR quirdrgico en estos
modelos, es la disposicion de la vena testicular, la cual, no siempre presenta la
misma anatomia, ademas de que cada especie tiene sus complicaciones (Joop y
Cees, 1989; Turner, 2001; Saalu y col., 2009). La desventaja con el uso de cada

especie se cita a continuacion.

e Rata. Presenta una disposiciéon venosa muy complicada, ademas de que en
su parte mas baja de la vena testicular muestra un grupo de venas que
desembocan directamente en la vena cava, permitiendo que se libere la
presion venosa e impidiendo que se desarrolle el VAR (Turner, 2001; Saalu
y col., 2009).

e Conejo. Presenta tres disposiciones de la vena testicular, de las cuales solo
una es la adecuada para poder inducir VAR quirdrgico, haciéndolo
impredecible y poco util cuando se tiene un numero limitado de animales
(Turner, 2001).

e Perro. Este modelo desarrolla VAR, pero con el transcurso del tiempo el
animal recupera el flujo sanguineo normal (se desconoce porque) (Joop y
Cees, 1989).
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Debido a estos inconvenientes y a que no existen antecedentes de un modelo
farmacolégico que permita el estudio del dafio al testiculo por la generacion de EO,
se desarroll6 un modelo farmacolégico en individuos prepubers, utilizando como
modelo experimental a la rata (Wistar), a la cual se le administrd nitroprusiato (NP)
via red de testis para generar EO en el testiculo, emulando la generacién de RL
presentes en el VAR. Lo anterior basado en estudios, en donde la utilizacion de NP
como donador de ON permite la permeabilizacion de la membrana de las células
intestinales permitiendo el aumento de la absorcion por parte de estas, como
vasodilatador para liberar la presién sanguinea y generador de dano por EO en el

cerebro (Ballesteros y col., 2003; Prigol y col., 2009; Takizawa y col., 2013).

La eleccion de este modelo animal, se debié a que ha sido utilizado de manera
exitosa, para realizar estudios sobre el efecto de la administracién o exposicion a
farmacos durante la gestacion, lactancia o etapas postnatales tempranas y su efecto

sobre la reproduccion (Arch y col., 2004).

Es aceptado que la utilizacién de animales juveniles, permiten obtener datos, que
animales adultos no lo permiten. Por lo tanto, varios comités internacionales apoyan
la utilizacién de animales jovenes para valorar el efecto de diferentes farmacos en
los procesos del continuo desarrollo postnatal (por ejemplo, en estudios del sistema
nervioso central, aparato reproductor y sistema inmune). Por otra parte, en los
mamiferos el aparato reproductor presenta una maduracion lenta y alcanza su
maxima funcionalidad inmediatamente antes del inicio de la edad adulta, ademas
de compartir una estructura y una regulacion hormonal afin entre las diferentes

especies.

Por lo tanto, los datos obtenidos en este tipo de estudios aumentaran el
conocimiento de las diferencias cinéticas y/o toxicolégicas que la utilizacion de una
droga representa entre individuos jovenes y adultos (Baldrick, 2004; Herraez y col.,
2004).
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Mecanismo de accion del nitroprusiato

El NP es un potente vasodilatador utilizado ampliamente en el area clinica y de la
investigacion, en muchas investigaciones es utilizado como donador de ON (Figura
8) (Tinker y Michenfelder, 1976), como en el caso del estudio de la absorcién de
agua en la mucosa ileal, en donde el ON donado por el NP ayuda a que aumente la
absorcion del agua y como regulador de la energia dependiente del transporte de
calcio en las mitocondrias del musculo uterino (Takizawa y col., 2013; Danylovych
y col., 2014).
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Figura 10. Sintesis de oxido nitrico a partir de nitroprusiato. Oxihemoglobina (oxiHb),

Metahemoglobina (metaHb) y Cianohemoglobina (CianoHb).

A su vez, a partir del NP se genera ferricianuro (FC) (Figura 9) (Manzoni y col., 1992;
Silva y col., 2014) la cual es una molécula muy activa y toxica que puede influir en

algunos mecanismos celulares por la liberacién de cianuro (Figura 10), que es capaz
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de inducir la generacién de ERO por la inhibicion de la cadena respiratoria a nivel
del complejo V, permitiendo de este modo la liberacion de electrones de los
complejos | 'y Il permitiendo la formacion de RL (Chen 'y col., 2003; Castro y Moreno,
2005; Leavesley y col., 2008).
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JUSTIFICACION

El VAR es una patologia muy frecuente, crénica y progresiva que se presenta
generalmente en la adolescencia, afecta la fertilidad masculina disminuyendo los
parametros seminales. Debido a que el VAR es asintomatico se diagnostica
regularmente hasta la etapa adulta, a excepcion de algunos casos en los cuales los
pacientes acuden a las clinicas para realizarse un examen general o por dolor a
nivel inguinal, permitiendo un diagndstico temprano durante la adolescencia, lo cual
ha hecho suponer que ése padecimiento tiene su origen en esta etapa, periodo
critico en el cual se ha observado que se ven alterados mecanismos que afectan el

desarrollo testicular.

Dentro de los riesgos del VAR se encuentra la hipotrofia testicular, los mecanismos
exactos que generan la enfermedad aun se desconocen, aunque se ha propuesto
al EO como la principal causa del dafio. Por otro lado, existen estudios del VAR en
donde se ha detectado una disminucion de las concentraciones de testosterona por
el dano que presentan las CL, a lo que se puede atribuir la presencia de RL,
situacion que nos hace pensar que posiblemente esta enfermedad realmente no
tiene sus origenes en la adolescencia, sino en la etapa pre-puber, periodo critico en
el que los diferentes tipos celulares del testiculo se pueden ver alterados, debido a
que estas bajas concentraciones de testosterona, nos indican que cierto porcentaje
de CL siguen siendo funcionales y probablemente puedan seguir actuando
induciendo la produccién de factores por parte de las CS, para que se lleve a cabo
la espermatogénesis, ya que como se sabe el hecho de desarrollar VAR no asegura

que un paciente valla a ser infértil.

Para conocer acerca de los origenes y la fisiopatologia del VAR en este trabajo
proponemos indagar sobre los origenes de esta patologia en una etapa pre-puber,
periodo que no ha sido estudiado debido a que no existen antecedentes clinicos

que respalden esta teoria.

Por otra parte, hay que aclarar que el EO no actua de forma selectiva y que puede
afectar los diferentes tipos celulares del testiculo y no solo a las CL, permitiendo

32



proponer a las CS como posible blanco y dirigir este estudio a las implicaciones que
puede acarrear esta situacion, debido a que las CS son las que dan sostén a las
CG permitiendo que se lleve a cabo la espermatogénesis, ademas de que no existen

estudios enfocados a las CS en esta patologia.

Es por esto que el presente trabajo busca explorar el riesgo potencial del EO vy las
implicaciones que este supondria al afectar los diferentes procesos de las CS
mediante un modelo alternativo de VAR utilizando NP, el cual fue administrando via

red de testis emulando la generacién de RL parecido a lo que sucede en el VAR.

Sugerimos que lo anterior permitira, en un futuro buscar posibles alternativas de
tratamientos que ayuden a disminuir el dafio de las CS ocasionado por el EO, para
de esta manera mejorar la calidad espermatica de los pacientes que presentan esta

enfermedad.
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HIPOTESIS

La administracion de nitroprusiato generara estrés oxidante en el testiculo
manteniendo a las células de Sertoli inmaduras y repercutiendo en una disminucion

en el numero de las células germinales, en ratas prepubers.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la administracién de nitroprusiato, como modelo alternativo de
varicocele, genera estrés oxidante afectando la maduracion de las células de Sertoli.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Corroborar la generacién de radicales libres por la técnica de ROS.

* Determinar la presencia de lipoperoxidacion de manera indirecta midiendo
las concentraciones de malondialdehido, por la técnica de TBARS.

» Evaluar el indice de apoptosis presente en las células testiculares por la
técnica de TUNEL.

» Evaluar el dafio testicular utilizando el indice histopatolégico.

* Determinar si las células de Sertoli se mantienen inmaduras a través de la
inmunoreactividad a inhibina a.

« Evaluar la funcionalidad de las células de Sertoli a través de la
inmunoreactividad al receptor de andrégenos.

* Evaluar el indice de proliferacion de las células germinales a través de la
inmunoreactividad al antigeno nuclear de proliferacion celular.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de un modelo alternativo se utilizaron 36 ratas macho Wistar de
14 dias de edad, se mantuvieron en condiciones de luz oscuridad de 12h x 12h con
libre acceso a comida y agua, se distribuyeron de manera aleatoria en 4 grupos
experimentales con una N=9 cada uno: grupo Nitroprusiato [NP (12mg/kg de
nitroprusiato)], grupo control ferricianuro [Ctrl FC (12mg/kg de ferricianuro)], grupo
Vehiculo (solucion salina) y el grupo control. A los grupos NP, Ctrl FC y vehiculo se
les administro las diferentes soluciones de forma retrograda por medio de inyeccién
intra red de festis, utilizando una jeringa HAMILTON de 10 pl y sustituyendo la aguja
por un capilar de vidrio (D.A. 1.5-1.6mm) el cual fue calentado para darle una menor

circunferencia a la punta.

Para la aplicacion de la solucion, las ratas fueron anestesiadas con hidrocloruro de
xilazina (5mg/kg) y ketamina (80mg/g), ambas por via intramuscular. Como

analgésico se utilizé dipirona (5mg/kg), cada 24h, via intramuscular.

Una vez anestesiadas y previa antisepsia de la region abdominal se efectué una
incision en la regidn inguinal izquierda para exponer el testiculo ipsilateral y aplicar
el NP, Ctrl FC o vehiculo dependiendo del grupo experimental. Posteriormente se

suturaron por capas en un plano con prolene 6-0.

Cinco horas mas tarde se seleccionaron de manera aleatoria 3 animales de cada
grupo y se les practico la eutanasia mediante sobredosis de pentobarbital sddico
(100mg/kg) y se extirpd el testiculo izquierdo para realizar las técnicas de ROS,
TBARS y TUNEL (Figura 11).

A los 20 dias de edad, a los animales restantes se les practico la eutanasia y de
igual forma se extirpo el testiculo izquierdo para realizar la evaluacion del indice
histopatoldgico, el area epitelial y la determinacion de la expresion de Inhibina-a,
RA y PCNA (Figura 12).
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Figura 11. Flujograma de actividades a desarrollar en la fase experimental (Eutanasia a las 5h
después de la medicacion). dpp: dias post-parto.
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Figura 12. Flujograma de actividades a desarrollar en la fase experimental (Eutanasia a los 6 dias
después de la medicacion). dpp: dias post-parto.
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DETERMINACION DE LOS NIVELES DE LAS ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO (ROS)

Las ERO fueron determinados por el método basado en la formaciéon de 2°7'-
diclorofluoresceina (DFC) en el tejido testicular, adaptado para experimentos in vivo.
Los resultados fueron expresados como mg/DCF/mg de proteina/ml. Para la
determinacion de ERN se utilizé la siguiente formula: ERN=concentracion de RL del
grupo NP-concentracion de RL del grupo Ctrl FC, lo que nos permitié descartar las

ERO producidas por el cianuro.

DETERMINACION DE LIPOPEROXIDACION MEDIANTE
SUBSTANCIAS REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO POR
MEDIO DE LA TECNICA DE TBARS.

La lipoperoxidacion se evalué determinando las substancias reactivas al acido
tiobarbiturico de acuerdo a la técnica modificada, previamente descrita para
estudios in vitro (Rios y Santamaria A., 1991). Alicuotas de 1 ml conteniendo el
homogenizado del epididimo fue mezclado con 2ml del reactivo de acido
tiobarbiturico (TBA) (0.375g de TBA + 159 de &cido tricloroacético + 2.5ml de acido
clorhidrico concentrado en 100ml de agua) y la solucién final fue calentada en bano
maria durante 30min. Después de que las muestras fueron colocadas en hielo,
fueron centrifugadas a 3000 g durante 15min., en el sobrenadante se midid la
absorbancia por espectrofotometria a 532nm. Las concentraciones de TBARS
fueron calculadas por interpolacién en la curva estandar de oxidacion periddica de
2-deoxy-D-ribosa. Los resultados finales fueron expresados como nmoles de
TBARS/mg de proteina.

MUERTE CELULAR

Las muestras de testiculo fueron fijadas en paraformaldehido al 4% durante 18h.
Posteriormente se procesaron para su inclusién en parafina. Se realizaron cortes

longitudinales de 4um de grosor, colocandose en portaobjetos previamente
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cubiertos con poly-L-lisina (SIGMA, México). Las laminillas se desparafinaron e
hidrataron en alcoholes graduales. Para lograr la identificacion de las CG, en primer
lugar se contrastaron con DAPI de la siguiente forma: se lavaron con solucion
balanceada de Hanks y se incubaron con DAPI (SIGMA, México) en una
concentracion de 1ug/ml, posteriormente se incubaron en proteinasa K durante
30m, y se les coloco una solucion de bloqueo de H202 al 0.3% en metanol. Se
lavaron con PBS y se incubaron en una solucion permeabilizadora de tween-20. Se
lavaron con PBS y una laminilla, que sirvi6 como control positivo, se incubo con
DNasa y se lavé en PBS incubandose posteriormente en la solucion de TUNEL
(Roche Diagnostic Corporation, USA). Se lavaron con PBS y se montaron para su
observacion al microscopio de fluorescencia. Se determiné el indice apoptotico (1A)
en cortes transversales considerando el numero de células apoptéticas en relacion
a la poblacion total de las células por tubo y se contaron al menos 50 tubos

seminiferos por animal.

INDICE HISTOPATOLOGICO Y AREA EPITELIAL

Se obtuvieron cortes semifinos de 1um de grosor, tefiidos con azul de toluidina al

0.5% y se montaron en porta objetos para su estudio.

El analisis histologico se realizé por un observador auxilidndose del microscopio
optico. Por cada animal se observaron 30 secciones transversales de tubos
seminiferos. Se evaluo el testiculo mediante una escala de cuantificacion otorgando
un valor segun el dafo. El indice histopatolégico (IH) fue evaluado mediante la

sumatoria del puntaje asignado por dafio histopatolégico (Anexo I).
La determinacion del area del epitelio seminifero se realizé evaluando un minimo

de 30 secciones transversales, mediante el sistema de analisis de imagenes

(Image-Pro Plus 5.1).
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE INHIBINA-a, RA Y PCNA,
POR INMUNOHISTOQUIMICA

La expresion de inhibina-a, RA'Y PCNA se determiné por inmunohistoquimica del
antigeno correspondiente. Para ello las muestras testiculares tomadas en el
momento de la eutanasia fueron fijadas en paraformaldehido al 4% por 18h vy
procesadas para su inclusion en parafina. Se realizaron cortes longitudinales de
4um de grosor, colocandose en portaobjetos previamente cubiertos con poly-L-lisina
(SIGMA, México). Las laminillas se rehidrataron y fueron incubadas por 10min. en
peroxido de hidrogeno al 3% para bloquear las peroxidasas exdgenas,
inmediatamente se le realiz6é un lavado con agua destilada de 5min. seguido por un
tratamiento de citrato de Na al 0.01M por 15min. para el desenmascaramiento del
factor a analizar. Después de este tiempo se lavaron en PBS 0.01M y se procedio
a permeabilizar con soluciéon PBS/tween 20 al 0.1% por 10min., luego se incubaron
con el anticuerpo primario (1:50) para cada una de las proteinas propuestas
(Inhibina-a: Anticuerpo Monoclonal purificado de raton, Dako, clone R1; RA:
Anticuerpo policlonal purificado de conejo, Santa Cruz, Biotechnology, CA USA, sc-
816; PCNA: Anticuerpo policlonal purificado de cabra, Santa Cruz, Biotechnology,
CA USA, sc-7907), por toda la noche (una laminilla por marcador analizado). Se
lavaron para retirar excedentes con PBS/tween 20 al 0.1%. El bloqueo inespecifico
se efectué con BSA/PBS/tween 20 al 5% por 2h. Posteriormente se incubo con
anticuerpo biotilinado (1:200) durante 2h (Biotinylated, anti-goat IgG, Santa Cruz,
Biotechnology, CA USA). Pasado este tiempo se lavé con PBS/tween 20 al 0.1% y
se procedio a incubar por 1h en el Complejo Avidina-Biotina. Se lavé con PBS/tween
20 al 0.1%. El revelado de las muestras se llevé a cabo con diaminobenzidina (DAB)
de 15 a 30s, y se contrastaran con hematoxilina durante 5s. Posteriormente se
deshidrataron y se aclararon en xilol un tiempo de 10min. e inmediatamente se
montaron con entelan (MERCK). Se evaluaron al microscopio 6ptico un minimo de
30 tubulos transversales por animal para cuantificar la cantidad de granulos de
inhibina-a, la cual se cuantifico por el nUmero de granulos de inhibina-a por cada

10000um?. A su vez la cuantificacion de RA y PCNA se evalué contando un minimo
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de 30 cortes transversales, utilizando la siguiente formula: % de cel. positivas x

tubulo seminifero = (numero de cel. Positivas/total de cel.) x 100.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados no paramétricos se procesaron con una prueba de U de Mann-
Whitney y los paramétricos se procesaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) seguida de una prueba de “Tukey”, considerando una p<0.05 como

diferencia significativa.
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RESULTADOS
Morfologia del testiculo

Durante la exploracién no se encontré diferencia anatdomica evidente entre los
grupos. El peso testicular no mostré diferencia significativa entre los diferentes

grupos experimentales (p>0.05), grafica 1.
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Grafica 1. Peso testicular, X +ES. NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

ROS en el testiculo

El analisis de ROS, mostré diferencia significativa del grupo NP al compararlo con
el grupo control (p<0.05). Observandose que el grupo NP presenta una mayor
concentracion de ROS (Grafica 2).

Determinacion de las concentraciones de radicales libres

500 ab

M Control

oy
o
o

M@ Vehiculo

NP

-ullll -

Grupos experimentales

UF/mg proteina
N w
o O
o O
—

-
o
o O

Grafica 2. Concentraciones de radicales libres, X +ES.

NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

@Diferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.
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Lipoperoxidacion en testiculo

El grupo NP no presento diferencia estadistica significativa al compararlo con los
diferentes grupos experimentales, pero aparentemente existe una tendencia por
parte de este grupo a ser mayor que los demas grupos experimentales

numéricamente (grafica 3).

Determinacién de dafio por lipoperoxidacion
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Grafica 3. Determinacion de dafio por lipoperoxidacion, X +ES.
NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.
No hay #

Muerte celular en testiculo

El grupo NP presento un mayor numero de células en apoptosis en comparacion

con el grupo control con una significancia de p<0.05 (Grafica 4, Figura 13).
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Grafica 4. Células en apoptosis, X +ES.

NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.
aDiferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
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Figura 13. Apoptosis. Tubos seminiferos de ratas de 14 dias postparto. A) Control, B) vehiculo, C)
NP, D) Ctrl FC. Micrografias a 20x. ===10um. NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

Histopatologia testicular

En el grupo control y vehiculo se observo inicio de la espermatogénesis, los nucleos
de las CS se encontraron en la periferia y las espermatogonias en la lamina basal
como era de esperarse, ademas hubo presencia de espermatocitos primarios, en
algunos cordones se comenzé a formar la luz y también hubo mucha proliferacion

de las espermatogonias (Figura 14Ay B).

En el grupo NP se observo muerte de las CS que se dirigieron a la parte central de
los tubos seminiferos, espermatocitos picnoéticos los cuales mostraron una severa
degeneracion, plegamiento de algunos tubos seminiferos derivado de la muerte
celular que disminuyo su circunferencia, paralelamente se observé que no hay
presencia de CS en algunos tubulos seminiferos pero si de espermatogonias (figura
14C).

El grupo Ctrl FC, presentd mucha proliferacion, poca muerte de las CS (en
comparacién con el grupo NP) y de espermatocitos, ademas de generar
alteraciones principalmente de CG y hubo presencia de espermatogénesis en la

mayoria de los tubos seminiferos (Figura 14D).
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Figura 14. Tubos seminiferos de ratas de 20 dias postparto. A) Control, B) vehiculo, C) NP y D) Cirl
FC. Espermatogonias (EG), Espermatocito primario (EP), nicleo de células de Sertoli (NCS) y luz
tubular (LT). Micrografias 60x. ===10um. Insertos 20x. NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

El grupo NP mostré una diferencia significativa en el indice histopatolégico al
compararlo con el grupo control, vehiculo y Ctrl FC (p<0.05). Lo que indica que los
tubulos seminiferos del grupo NP tienen un mayor dafio como lo muestra la grafica
5.
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Grafica 5. Dafio de tubulo seminifero, X +ES.
NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

aDiferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.
CDiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs Ctrl FC.
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Area de tubulos seminiferos

El grupo NP mostr¢ diferencia significativa del area de los tubulos seminiferos al
compararlo con el resto de los grupos experimentales (p<0.05). Observandose

menor area de los tubulos del grupo NP (Grafica 6).
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Grafica 6. Area del epitelio seminifero, X+ES.

NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

aDiferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.

CDiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs Ctrl FC.

Inmadurez de las células de Sertoli

El numero de células positivas a inhibina-a del grupo NP (Figura 15C), mostro
diferencia significativa al compararlo con el grupo control (p<0.05), grupo vehiculo
(p<0.05) y el grupo Ctrl FC (p<0.05) (Grafica 7). Observandose que el grupo NP
presenta mayor numero inmunoreactivos a cuerpos de inhibina-a. Por su parte, el
grupo control mostro diferencia significativa al ser comparado con el grupo vehiculo
(p<0.05) y el grupo Ctrl FC (p<0.05) (Grafica 7), ya que presenté un menor numero

de cuerpos de inhibina-a.
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Figura 15. Inmunohistoquimica para detectar inhibina-a. Tubos seminiferos de ratas de 20 dias

postparto. A) Control, B) vehiculo, C) NP y D) Ctrl FC. Granulos de inhibina-a (Gl). Micrografias 60x.
=10um. Insertos 20x. NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.
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Grafica 7.Madurez celular, X+ES.
NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

aDiferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.
CDiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs Ctrl FC.
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Funcionalidad de las células de Sertoli

El numero de células positivas a RA, mostré una disminucion significativa en el
grupo NP (Figura 16C) al compararlo con el resto de los grupos experimentales
(p<0.05) (Grafica 8).

Figura 16. Inmunohistoquimica dirigida a receptor de andrégenos. Tubos seminiferos de ratas de 20
dias postparto. A) Control, B) vehiculo, C) NP, D) Ctrl FC. Micrografias 60x. Insertos 20x. ===10um.
NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.
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Grafica 8. Funcionalidad celular, X +ES.
NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

@Diferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NP y Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.
CDiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs Ctrl FC.
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Proliferacion de las células germinales

La inmunohistoquimica dirigida a PCNA, mostré diferencia significativa del grupo
NP (Figura 17C) al compararlo con el grupo control, vehiculo y Ctrl FC (p<0.05).
Observandose que el grupo NP presenta una menor expresion de PCNA (Grafica
9).

Figura 17. Inmunohistoquimica dirigida al antigeno nuclear de proliferacion celular. Tubos
seminiferos de ratas de 20 dias postparto. A) Control, B) vehiculo, C) NP, D) Ctrl FC. Micrografias
60x. Insertos 20x. ==10um. NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.
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Grafica 9. Proliferacion celular, XES.

NP: Nitroprusiato; Ctrl FC: Control ferricianuro.

aDiferencia significativa (p<0.05) al comparar vehiculo, NPy Ctrl FC vs control.
bpiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs vehiculo.

CDiferencia significativa (p<0.05) al comparar NP vs Ctrl FC.
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DISCUSION

El VAR es una de las causas mas comunes de infertilidad masculina asociada a una
disminucién de la cuenta espermatica (Turek y Lipshultz, 1995; Cueva y Echevarria,
2001; Miyaoka y Esteves, 2012).

Dentro de los riesgos del VAR se encuentra la hipotrofia testicular. Los mecanismos
exactos que generan esta condicidon aun se desconocen, aunque se propone al EO
generado a partir del aumento de ON en la vena testicular como posible causa de
ciertos aspectos de la enfermedad (Glezerman y col., 1976; Naughton y col., 2001;
Vasquez, 2004; Khera y Lipshultz, 2008; Blumer y col., 2011).

El VAR se diagnostica principalmente entre los 10 y 19 afios de edad, cuando la
patologia es evidente (Waalkes y col., 2012). La dilatacién varicosa es un proceso
lento que hace pensar que se inicia desde una etapa prepuber, previa a la
maduracion de las CS, proceso indispensable para el establecimiento de una
fertilidad futura. Suy Tae (2014), han reportado que la correccion quirurgica del VAR
no restaura en su totalidad la fertilidad, solo aumenta la concentracion espermatica
de 9x10° a 12x10%/mL, la motilidad entre el 9y 12% y la capacidad de fertilidad entre
el 27 y 42%. Esto sugiere que el VAR provoca un dafio permanente en células que
aportan los factores y proteinas necesarias para una adecuada espermatogénesis,

es decir en las CS.

En el humano, el VAR es una patologia compleja de estudiar por su naturaleza y lo
complicado de obtencion de muestras, se ha estudiado utilizando el semen y en
algunos casos la toma de biopsia (Glezerman y col., 1976; Naughton y col., 2001;
Vasquez y col., 2009; Zepeda y Farias, 2013). Sin embargo, el conocimiento de los
mecanismos etioldgicos, fisioldgicos y patolégicos durante el desarrollo de esta
enfermedad aun no se conocen en su totalidad. Por esta razon, se han desarrollado
modelos animales de VAR quirurgico en donde han utilizado ratas, conejos y perros,
teniendo como principal problema la complejidad de la cirugia para inducir la
patologia, debido a que la disposicion venosa en algunas ocasiones no es apta para
la induccién del VAR (Joop y Cees, 1989; Turner, 2001; Saalu y col., 2009), por
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tanto, en este trabajo se disefid un modelo alternativo farmacolégico de VAR,
empleando NP como generador de ERN, tal y como se presenta en el VAR

(Ballesteros y col., 2003; Prigol y col., 2009; Takizawa y col., 2013) .

Se ha mostrado que el ON tiene efectos negativos sobre la funcion testicular como
se observa en patologias como torsion testicular y VAR que comparten como factor
comun, la generacién de ON. En estas se ha demostrado una inhibicion de la

esteroidogénesis al afectar a las CL y disminuir los parametros seminales.

Un marcador bioldgico de dafio inducido por ON es la nitrotirosina, la cual ha sido
encontrada considerablemente elevada en las venas testiculares de pacientes con
VAR, en comparacion con los niveles periféricos (Agarwal y col., 2009; Blumer y
col., 2011).

Se sabe que el testiculo cuenta con mecanismos antioxidantes, como lo describe
Bauché y col., (1994), que describen la presencia de SOD, GPx, Se-GPx, GST y
GR, ademas, identifican que los espermatocitos en paquiteno y las espermatides
redondas son capaces de transformar O2- en H202, sin tener la capacidad de
metabolizar este ultimo. En estudios mas recientes, se ha identificado que las CG
presentan bajas concentraciones de GST y las CS bajas concentraciones de SOD
(Aguilar y col., 2001). Adicionalmente, Aprioku, 2013, menciona la presencia de
SOD, GPx/GR, catalasa, ascorbato, a-tocoferol, piruvato, glutation, taurina e
hipotaurina en el plasma seminal, o que indica que no todas las células testiculares

son afectadas de igual forma por el EO.

En este modelo, se observé un aumento de las concentraciones de ERO en el grupo
NP, generado por la descomposicion del NP que se fragmenta en ON, el cual es un
radical por si mismo (Saavedra y col., 2004), y en cianuro que inhibe la cadena
respiratoria a nivel del complejo IV, permitiendo la generacion de RL por parte del
complejo 1, 1l y Ill, como lo observaron, Indo y col., (2007) y Zhang, (2008). Este
aumento de RL por la administracion de NP es mayor al que se presenta cuando se
administra FC, debido a que esta molécula se descompone solo en cianuro,
produciendo una menor cantidad de RL (Indo y col.,, 2007; Zhang, 2008),

deduciendo a partir de esto la concentraciéon de ERN por la donacién de ON del
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grupo NP y al eliminar las ERO generadas por el cianuro en el grupo Ctrl FC del

grupo NP.

A su vez las CG son susceptibles de presentar lipoperoxidacion a causa de la
composicién de su membrana. Esta documentado que las membranas de las CG
estan constituidas por diferentes tipos de lipidos entre los que podemos encontrar
a los acidos grasos insaturados, presentandose en diferentes concentraciones
dependiendo del tipo de célula testicular (Grogan y col., 1981; Furland y col., 2007;
Zanetti y col., 2007; Renée y col., 2013). En un estudio realizado por Grogan y col.,
(1981), se observo que las concentraciones de acidos grasos insaturados (acido
linoleico y linolénico) en testiculos de murinos se incrementan con el transcurso de
la diferenciaciéon de las CG y disminuyen sus concentraciones al diferenciarse en
espermatozoides maduros. Por su parte, Furland y col., (2007), identificaron que las

CG presentan glicerofosfolipidos.

En el presente trabajo se observd que la lipoperoxidacion mostré una tendencia a
aumentar con la administracion de NP, lo que se asocié a un mayor dafio de las

células testiculares (Matheus y Lépez, 2004).

Por otro lado, se pudo demostrar que los RL no solo afectan a las membranas
celulares, también pueden inducir apoptosis, tal como lo muestran nuestros
resultados en donde el grupo NP presenta un mayor numero de células en apoptosis
en comparacion a los demas grupos experimentales. Esto probablemente por el
aumento de la concentraciones de ON que son capaces de danar a las
mitocondrias, permitiendo la liberacién del citocromo c y la activacion de caspasas
o por dafio del ADN por la generacion de ERO al inhibir la cadena respiratoria por
la accion del ON, activando de esta forma la via intrinseca de la apoptosis (Agarwal
y col., 2009; Blumer y col., 2011).

Ademas en este modelo observamos que el peso testicular no se disminuyd, a
diferencia de lo reportado por Vasquez y col., (2009) y Waalkes y col., (2012),
quienes observaron en pacientes con VAR una disminucion de tamarfo y peso del
testiculo ipsilateral. Esto puede explicarse debido a que en nuestro modelo la

aplicacién de NP fue de forma aguda, induciendo dano transitorio a diferencia del
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dafo crénico por el VAR, en donde el testiculo esta expuesto de forma constante a
la generacion de EO llevado a la hipotrofia testicular (Agarwal y col., 2012; Hamada
y col 2013).

La presencia de espermatocitos a los 20 dias de edad en nuestras ratas de los
diferentes grupos experimentales, indican inicio de la espermatogénesis (Hess,
1999; Maeda y col., 2000; Guyton, 2011). Aunque el grupo NP presento alteraciones
histopatolégicas que coincide a lo reportado por Abdel, (2009), y Soares y col.,
(2013), en ratas adultas con induccion de VAR quirurgico, quienes observaron
tubulos seminiferos irregulares, degeneracion del epitelio seminifero y descamacion
de CG hacia el centro de los tubos seminiferos. Cabe mencionar que estas
alteraciones coinciden con las reportadas para humanos con VAR, principalmente

con los pacientes con azoospermia (Saleh y col., 2010).

Se observo también que las CS fueron susceptibles al dano por NP, esto
probablemente debido a que los RL superaron la produccion de antioxidantes,
ademas de que las CS presentan un sistema antioxidante deficiente para SOD,
como lo mostraron Aguilar y col., (2001). Las alteraciones en las CG presentadas
en el grupo Ctrl FC, se pueden atribuir a la producciéon de ERO a partir de la

donacién de cianuro, por parte, del FC (Indo y col., 2007; Zhang, 2008).

La reduccién en el area de los tubulos seminiferos en el grupo NP fue el resultado
de todas las alteraciones histologicas a causa de la generacién de RL, siendo las
CS las mas susceptibles al ON. Como se ha demostrado, las CS son indispensables
para la produccién de factores que mantienen la espermatogénesis, dar soporte a
las CG, proveer de nutrientes, entre muchas otras funciones (Hai y col., 2014), por
lo que cualquier dafno a este tipo celular repercute en la sobrevivencia y

diferenciacion de las CG.

El aumento de los granulos de inhibina-a en las CS del grupo NP en comparacion
con los demas grupos experimentales se puede atribuir a la falta de madurez, tal y
como lo demuestran Nistal y col., (2011). Estos autores observaron en las CS de
tejido fetal, neonato e infantil de humanos sanos la presencia de granulos de

inhibina-a, a diferencia de los tejidos de pacientes sanos de un periodo puberal y
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adulto los cuales no presentaron granulos de inhibina-a. Yujin y col., (2008), por su
parte, observaron que en ratones entre los dias 1 a 6 dias es muy baja la expresion
de inhibina-a, BA 'y BB, comenzando a elevar sus niveles a partir del dia 18 postparto
hasta el dia 120, teniendo su pico en el dia 48, concluyendo que los granulos de
inhibina a son un buen marcador de inmadurez de las CS, ya que en una etapa de
inmadurez se presentan granulos de inhibina-a, la cual es liberada aumentando los
niveles de esta hasta llegar a su pico en CS maduras (Yujin y col., 2008; Nistal y

col., 2011). Deduciendo de esta forma la falta de madurez de las CS.

No solo la inhibina-a se vio alterada, también la cantidad de células inmunoreactivas
alos RA, lo que se atribuye a la falta de maduracion de las CS al no ser capaces de
sintetizar estos receptores. En contraste, Soares y col., (2013), atribuyen la
disminucién de RA en ratas con VAR quirurgico a la disminucién de los niveles de
proteina y no a la deficiencia de la expresion de ARNm. Esto hace pensar que esta
disminucién podria también ser el resultado del dafo directo ocasionado por el ON

sobre los receptores y no por inhibicidén de la transcripcion.

La inmunoreactividad a PCNA disminuy6 drasticamente a los 21 dias de edad
indicandonos que la proliferacion de las CG se ve afectada por la accién de los RL,
alterando la espermatogénesis. Lo anterior puede ser debido a un dafo en las CS
lo que genero un bloqueo o disminucién en la produccion de factores de crecimiento
inductores de la mitosis 0 meiosis [Factor de crecimiento a y B (GF-a y B), factor de
crecimiento del fibroblasto (FGF), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1)]
(Lerner y Urbina, 2009). El adecuado funcionamiento en las CS es mediado en parte
por los RA (Ruey y col., 2009), que como ya se menciond, se observé una
disminucién en el numero de células inmunoreactivas a receptores de andrégenos
en el grupo NP. Aunque no descartamos la accién directa de los RL sobre las CG
(Tanaka y col., 1996).

Ninguno de los grupos experimentales presenté proliferacién de las CS, debido a
que, desde el dia 12, hasta el dia 30 de edad el numero de estas células permanece
constante, tal y como lo menciona Sharpe y col., (2003).
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Por todo lo anterior, se propone que en el VAR, el reflujo sanguineo disminuye las
concentraciones de oxigeno en la vena testicular, plexo pampiniforme y testiculo, lo
que se conoce como hipoxia. Esto iniciara la generacion de RL incitado por el factor
HIF-1, en donde, HIF-1 estimula la produccion de ON al actuar sobre eNOS. Los
danos generados coinciden con lo encontrado en este modelo alternativo de VAR

con la administracion de NP

Por su parte, el ON puede difundir a través de la membrana de los diferentes tipos
celulares del testiculo hasta llegar a la mitocondria e inhibir la cadena respiratoria
(complejo IV) y de este modo provocar la formacion de Oz, que reaccionara con el
ON que se esta generando por la hipoxia, iniciando la formacion de ONOO-, el cual
causara dano por lipoperoxidacion de la membrana de las células, iniciandose de
este modo la entrada continua de ONOO- a las células modificando la estructuras
de los lipidos, proteinas y ADN, ademas, de inhibir la cadena respiratoria a nivel de

los complejos | y .

Continuando con lo anterior, el dafio ocasionado al tejido del testiculo y al epitelio
de la vena testicular por la acumulacion de ERO y de ERN puede estimular el
reclutamiento de macrofagos elevando asi aun mas los niveles de ERN. Por ultimo,
esta acumulacién de RL, iniciara una reaccion en cadena en donde se veran
superados los mecanismos de proteccion (antioxidantes) de las células testiculares,

impidiendo de este modo la maduracion de las CS (Figura 18).
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nitrico en el varicocele y su papel en la generacion de dafio testicular.
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CONCLUSIONES

La administracion de nitroprusiato como modelo alternativo de varicocele genera un
aumento de radicales libres en el testiculo manteniendo la inmadurez de las células

de Sertoli, lo que se refleja en la disminucién del niumero de células germinales.

El modelo experimental propuesto permite observar cambios que se presentan
durante el desarrollo del varicocele al generar radicales libres por lo que puede ser
utilizado para el estudio de la etiologia, fisiopatologia y tratamiento de esta

patologia.
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GLOSARIO

Antisepsia: Empleo de medicamentos o sustancias quimicas (antisépticos) para
inhibir el crecimiento, destruir, o disminuir el nUmero de microorganismos de la piel,
mucosas Y todos los tejidos vivos.

Dartos: Lamina de tejido muscular liso contractil que forma una tunica por debajo
del escroto y esta intimamente unida a él. Se prolonga por el pene hasta el
abdomen, donde da lugar al ligamento suspensorio del pene. Su contraccion (por el
frio) o su dilatacion (por el calor) da el aspecto rugoso o habitual de las bolsas del
escroto.

Ecografia doppler: Es una técnica de imagen médica que emplea los sonidos
(vibraciones en el sentido de propagacion de la onda) de alta frecuencia para
obtener imagenes del interior del cuerpo.

Hipotrofia testicular: Disminucion del tamano del testiculo.
Ipsilateral: Que se encuentra o tiene lugar en el mismo lado.

Maniobras de valsalva: Persona en decubito supino, para que puje y halla una
dilatacion de la vena testicular y del plexo pampiniforme.

Mesénquima: Tejido conjuntivo embrionario que forma la mayor parte del
mesodermo. Esta formado por células estrelladas y separadas entre si por una
matriz gelatinosa. Durante su desarrollo da lugar a los tejidos 6seo, conjuntivo y
cartilaginoso

Plexo pampiniforme: Es un grupo de venas dentro del cordén espermatico que se
encargan del retorno sanguineo de los testiculos. Se cree que éste plexo tiene un
papel importante en la regulacién de la temperatura testicular para mantenerla en
los rangos propicios para la produccion de espermatozoides.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS EMPLEADAS

ARMm: Acido ribonucleico mensajero.

CG: Células germinales.

CL: Células de Leydig.

CS: Células de Sertoli.

DFC: Dicloroflueresceina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial.
EO: Estrés oxidante.

ERN: Especies reactivas de nitrogeno.
ERO: Especies reactivas de oxigeno.

FC: Ferricianuro.

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos.
FSH: hormona foliculoestimulante.

GF-a: Factor de crecimiento alfa.

GF-B: Factor de crecimiento beta.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina.
GPx: Glutatién peroxidasa.

GS: Glutatién reductasa.

GST: Glutation S- Transferasa.

H20:2: peroxido de hidrogeno.

HIF-1: Factor de hipoxia 1.

HONOO": Acido peroxinitrito.

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina.
IH: indice Histopatoldgico.

iINOS: Oxido nitrico sintetasa inducible.

LH: Hormona luteinizante.



mNOS: Oxido nitrico sintetasa mitocondrial.
nNOS: Oxido nitrico sintetasa neuronal.

NOS: Oxido nitrico sintetasa.

NP: Nitroprusiato.

Oz Super oxido.

OH-: Radical hidroxilo.

ON: Oxido nitrico.

ONOO": Peroxinitrito.

PBS: buffer fosfato salino (phosphate buffered saline)
PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion celular.
RA: Receptor de androgenos.

RL: Radicales libres.

Se-GPx: Glutation peroxidasa dependiente de selenio.

SH: Grupo tiol.

SOD: Super oxido dismutasa.
TBA: Acido tiobarbiturico.
VAR: Varicocele.
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ANEXO

Anexo 1. indice Histopatolégico.

Alteraciones histologicas

A) Plegamiento de lamina basal.

B) Descamacion celular.

C) Vacuolizacion epitelial.

D) Cincisio celular.

E) Picnosis.

F) Tubos sin espermatides.

G) Tubos sin espermatocitos.
H) Tubos sin espermatogonias.

I) Ausencia de todo tipo celular.

Puntaje

GQAPR WONNDNN-_- =
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