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RESUMEN

La criptorquidia se define como la alteracion en el descenso testicular y es
el principal factor de riesgo de cancer testicular y reduccion de la fertilidad en
edad adulta tanto en el humano como en algunas especies domésticas. Aun
corregida puede interrumpir la espermatogénesis y alterar la fertilidad. Esto puede
deberse a la degeneracion de las células germinales asociada al estrés oxidativo
como consecuencia del estrés caldrico. La vitamina E es un potente antioxidante
que evita la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados en las membranas y
estabiliza radicales peroxil, por lo se evalu6 el papel de la vitamina E en ratas
neonatas con criptorquidia experimental y posterior orquidopexia. Se emplearon
ratas macho de la cepa Wistar distribuidas en 7 grupos. A los 10 dias de edad se
les indujo criptorquidia unilateral quirdrgica. A partir del dia 25 y hasta el 40 de
edad se administré la vitamina E y el vehiculo. Al término del tratamiento, se
practicé la eutanasia a la mitad de las ratas para determinar las especies reactivas
de oxigeno. Al resto, se les realiz6 la orquidopexia, se les evaluo la fertilidad a los
90 dias de edad y se les practico la eutanasia a los 120 dias para determinar la
histologia testicular, la apoptosis y la proliferacién celular. La vitamina E logrd
disminuir la muerte por apoptosis y los dafos histolégicos en las células
germinales, asi como aumentd el grado de maduracion del epitelio seminifero y el
area epitelial posterior a la orquidopexia. El tratamiento con vitamina E previo a la
orquidopexia, permite que se complete la espermatogénesis y favorece la fertilidad

a futuro.

Palabras clave: criptorquidia, vitamina E, estrés oxidativo, apoptosis, orquidopexia.



ABSTRACT

Cryptorchidism is defined as the alteration in the testicular descent and is
the main factor of risk of testicular cancer and reduction of the fertility in adult age
in the human as in some domestic species. Still corrected it can interrupt the
spermatogenesis and alter the fertility. This can be due to the degeneration of the
germinal cells associated to oxidative stress as a result of caloric stress. The
vitamin E is a powerful antioxidant that avoids the oxidation of polyunsaturated
fatty acids in membranes and stabilizes radicals peroxil, reason why the paper of
vitamin E was evaluated in rats newborns with cryptorchidism and orchidopexia.
Wistar rats male was distributed in 7 groups. To the 10 days of age was induced
with surgical unilateral cryptorchidism. The vitamin E and the vehicle were
administered of day 25 and until the 40 of age. At the end of the treatment, the
euthanasia was practiced in the middle of the rats to determine the reactive oxygen
species. To the rest to them, the orchidopexia was realised, the fertility of them
was evaluated to the 90 days of age and the euthanasia was practiced to the 120
days to determine the testicular histology, the apoptosis and the cellular
proliferation. The vitamin E reduced the histological damages and the death by
apoptosis in the germinal cells, as well as increased the degree of maturation of
seminiferous epithelium and the epithelial area after orchidopexia. The treatment
with vitamin E previous to orchidopexia, allows that the spermatogenesis is

completed and favors the fertility to future.

Key words: cryptorchidism, vitamin E, oxidative stress, apoptosis, orchidopexia.



INTRODUCCION

La criptorquidia se define como el descenso incompleto de uno o ambos
testiculos; afectando entre el 2% y el 8% de los nifios al nacimiento (Virtanen et
al, 2007a). Este problema no solo atafie al humano, también es frecuente en
caninos, equinos, suinos y felinos. Es importante revisar, a nivel anatémico y
fisiologico, el aparato reproductor masculino, con la finalidad de entender las
causas, las consecuencias, el manejo, asi como la busqueda del mejor

tratamiento.

1. Anatomia del aparato reproductor masculino

Los o6rganos masculinos de la reproduccion comprenden: un par de
gonadas denominadas testiculos, que producen los gametos masculinos
(espermatozoides); un par de sistemas de conductos gonadales, constituido cada
uno por un epididimo y un conducto deferente que conduce por la uretra los
productos exocrinos de los testiculos; glandulas accesorias que contribuyen a
aumentar el volumen del semen (vesiculas seminales, prostata y glandulas
bulbouretrales); la uretra masculina, que va desde la vejiga hasta el extremo del
pene y sirve para el pasaje de orina y semen; el pene, 6rgano copulativo
masculino que deposita el semen en el tracto reproductor de la hembra; y
adaptaciones cutaneas, escroto y prepucio, desarrolladas en relacion con los

testiculos y el pene (Dyce, 1991).

1.1. Testiculo

Las gdénadas masculinas o testiculos estan situadas en la mayoria de los
mamiferos fuera del abdomen en el escroto, que es una estructura sacular
derivada de la piel y la aponeurosis de la pared abdominal (Hafez, 2000). Son
elipsoides sodlidos cuyo volumen no guarda una proporcion fija con el tamafo

corporal. Su posicién en el escroto y la orientacion del eje mayor de los testiculos



difieren con la especie (Dyce, 1991; Hafez, 2000). En la rata los testiculos son
retractiles, ya que el conducto inguinal es abierto (Hafez, 1970). En el humano, el
izquierdo generalmente esta a un nivel inferior que el derecho. En general, cada
testiculo tiene dos extremos (uno superior y uno inferior), dos caras (interna y
externa) y dos bordes (anterior y posterior). Ambas caras son algo aplanadas. El
borde posterior esta cubierto por el epididimo y la porcién inferior del cordon
espermatico (O’Rahilly, 1986). Cada testiculo se encuentra fijo a la pared del
proceso vaginal, una extension separada del peritoneo que pasa a través de la
pared abdominal en el conducto inguinal, a lo largo de la linea de su unién con el
epididimo (Dyce, 1991).

La tunica albuginea, la cubierta externa del testiculo, es una extensiéon del
peritoneo constituida principalmente por tejido conectivo y se encuentra por debajo
de la capa visceral de la tunica vaginal (O'Rahilly, 1986; Dyce, 1991). Esta emite
tabiques fibrosos finos y trabéculas que pasan desde su cara profunda hacia el
interior y dividen en forma no completa al testiculo en lobulillos, cuya cantidad
varia entre 250 y 400 en el humano, cada uno posee de uno a cuatro tubulos
seminiferos contorneados. La base de cada lobulillo esta en la cara profunda de la
tunica albuginea; el vértice converge cerca del borde posterior del testiculo, donde
los tabiques también convergen y forman el mediastino testicular, el cual es una
masa de tejido fibroso que se continta con la tunica albuginea (McClintic, 1983;
O’Rahilly, 1986; Lockhart, 1988; Dyce, 1991; Kdnig, 2007).

El parénquima esta contenido a presion, por lo que emerge a través de
cualquier incisién de la capsula. Consta de los tubulos seminiferos contorneados
(mas de 800 en cada testiculo) que se hacen menos tortuosos en su trayecto
hacia atras. A medida que se acercan al mediastino se unen y se forman entre 20
y 30 tubulos seminiferos rectos. Estos a su vez pasan a la rete testis o red de
Haller, una red elaborada de conductos que atraviesa el mediastino. De esta red
se forman de 15 a 20 conductos eferentes, que se contornean formando masas
conicas, los lobulillos de la cabeza del epididimo (Figura 1) (O’Rahilly, 1986;
Lockhart, 1988; Dyce, 1991).



Ademas de los tubulos seminiferos, el parénquima también esta formado de
tejido intersticial, el cual consta de células de Leydig y de células mioides
sostenidas por un armazon de tejido conectivo por el cual corren pequefios vasos
sanguineos Yy linfaticos (Dyce, 1991).

Las células que constituyen las paredes de los tubulos estan divididas entre
las células sustentaculares (de Sertoli), que cumplen funciones de sostén y de

elaboracién de hormonas, y las del epitelio germinal (Dyce, 1991).

1.2. Epididimo

El epididimo es una estructura ubicada en el borde posterior del testiculo y
recubre la porcion adyacente de la cara externa. Esta subdividido en tres partes:
cabeza, cuerpo y cola (Baker, 1979; O’Rahilly, 1986; Konig, 2007).

Los lobulillos de la cabeza del epididimo, formados a partir de los conductos
eferentes, se dirigen hacia un solo tubo, el conducto del epididimo; el cual forma la
masa principal del epididimo y tiene una longitud de 6 m en el humano. La cabeza
del epididimo es la parte superior mas grande, la cual se encuentra sobre el
extremo superior del testiculo. El cuerpo esta adherido al borde posterior y esta
separado de la porcion adyacente de la cara externa por el seno del epididimo, un
espacio formado por invaginacién de la tunica vaginal en esta region. La cola del
epididimo es la parte mas pequefia y mas inferior. En ella el conducto del
epididimo aumenta en grosor y diametro, y se convierte en el conducto deferente
(O’Rahilly, 1986; Hafez, 2000).

La pared del conducto del epididimo tiene una notable capa de fibras
musculares lisas circulares y un epitelio seudoestratificado de células cilindricas
con estereocilios (McClintic, 1983; Hafez, 2000; Konig, 2007).

Histologicamente pueden distinguirse tres segmentos del conducto del
epididimo, los cuales no coinciden con las regiones anatdbmicas macroscopicas.
Los dos primeros se encargan de la maduracion de los espermatozoides, mientras

que el terminal se destina a su almacenamiento. Hay una disminucion progresiva



de la altura del epitelio y los estereocilios, y ensanchamiento de la luz a través de
los tres segmentos (Amann, 1987).

La maduracion de los espermatozoides ocurre durante el transito por el
epididimo y su motilidad aumenta conforme entran en el cuerpo epididimario. El
ambiente de las células espermaticas en la cola del epididimo proporciona
factores que favorecen la capacidad fecundante; cuando se encuentran en esta
region tienen mayor fecundidad que los del cuerpo epididimario (Hafez, 2000). La
capacidad especial de la cola de almacenar espermatozoides depende de las
temperaturas relativamente bajas del escroto y de la accion de los androgenos
(Foldesey y Bedford, 1982).

1.3. Conducto deferente, cordon espermatico y conducto eyaculatorio

El conducto deferente, con un diametro de 0.3 mm, continua al conducto del
epididimo como un tubo tortuoso situado detras de la cola del epididimo y conduce
los espermatozoides al conducto eyaculatorio; poco a poco se torna recto al
ascender por dentro del epididimo, cerca del borde posterior del testiculo. Aqui
estd rodeado por el plexo pampiniforme de venas, y se incorpora al corddén
espermatico, que también esta formado por la arteria deferencial, la arteria
espermatica, el plexo venoso pampiniforme, vasos linfaticos, nervios para el
testiculo y epididimo y la rama del nervio genitofemoral. El cordén espermatico
asciende hacia el anillo inguinal externo y sigue el conducto inguinal hasta llegar al
anillo inguinal interno, donde el conducto deferente describe una curva brusca
apartandose de los demas componentes del cordon. Después vira en direccion
caudomedial para pasar debajo del uréter antes de alcanzar la superficie dorsal de
la vejiga; hasta ubicarse sobre el lado interno de la vesicula seminal. En este
lugar, el canal del conducto estd ensanchado y tortuoso, y esta porcion del
conducto se denomina ampolla. El canal vuelve a estrecharse cerca de la base de
la prostata, donde el conducto deferente se une al conducto de la vesicula seminal
y forma el conducto eyaculador (McClintic, 1983; O Rahilly, 1986; Lockhart, 1988;
Dyce, 1991; Konig, 2007).



El conducto eyaculador es un tubo de escaso calibre formado por la unién
del conducto deferente y el conducto de la vesicula seminal; atraviesa la prostata
hacia abajo y adelante, separando al I6bulo medio de los I6bulos laterales, y se
dirige hacia la uretra prostatica (O Rahilly, 1986; Lockhart, 1988).

Figura 1. Esquema que muestra la anatomia del testiculo y epididimo. Tomado de www.infoescola.com.

1.4. Vesiculas seminales

Las vesiculas seminales son dos sacos que producen gran parte del liquido
seminal. Caracterizadas por dos extremos, uno ancho y otro estrecho. El extremo
ancho se dirige hacia fuera, arriba y atras, su extremo estrecho casi se acerca al
de la vesicula contralateral. Estan incluidas en una vaina densa, formada por
musculo liso y tejido fibroso, y adherida a la cara posterior de la vejiga. Cada
vesicula seminal esta formada por un tubo enrollado, el cual da origen a varios

diverticulos. Su extremo inferior se une al conducto deferente (O Rahilly, 1986).



1.5. Prostata

La préstata es un o6rgano fibromuscular, pélvico, que rodea la uretra y
contiene glandulas que intervienen en la formacién de liquido seminal. Esta
situada por detras de la sinfisis del pubis y por delante del recto. Su base se
fusiona con el cuello de la vejiga pero sobresale hacia los lados (O’Rahilly, 1986;
Lockhart, 1988).

La capsula de la prostata se encuentra dentro de la fascia de éste 6rgano.
Bandas numerosas pasan hacia dentro desde la capsula y dividen en forma
incompleta al 6érgano en aproximadamente 50 lobulillos poco definidos. El tejido
musculo-fibroso esta dividido aproximadamente en 50 glandulas tubuloalveolares.
Estas desembocan en 20 o 30 conductillos prostaticos, los cuales se abren en la
pared posterior de la uretra (McClintic, 1983; O Rahilly, 1986).

La secrecion de la préstata tiene un olor caracteristico y es viscosa; aporta
el 37% del volumen del eyaculado y es rico en fructuosa y acido citrico (Hafez,
1970; McClintic, 1983; O’Rahilly, 1986).

Los cambios en las concentraciones de andrégenos afectan al tamafio y a

la estructura de la prostata (O Rahilly, 1986).

1.6. Glandulas bulbouretrales o de Cowper

Las glandulas bulbouretrales o de Cowper son dos estructuras redondeadas
incluidas en la estructura del esfinter de la uretra. Son de tipo tubuloalveolar y
secretan un liquido translucido. Sus conductos pasan por la membrana perineal,
penetran en el bulbo del pene y atraviesan su estructura. Después de su trayecto,
terminan abriéndose en la cara inferior de la porcion esponjosa de la uretra
(McClintic, 1983; O Rahilly, 1986; Lockhart, 1988; Fox, 2002).

1.7. Glandulas coagulantes y prepuciales
Estas son glandulas anexas al aparato reproductor del macho en la rata.
Las glandulas coagulantes se encuentran adosadas a la curva de las vesiculas

seminales y su funcion es la formacion del tapon copulatorio o vaginal, el cual



evita la salida del semen del aparato reproductor de la hembra. Este tapon es
necesario para la fertilizacion (Chiasson, 1994).

Las glandulas prepuciales o de Tyson son estructuras pequefas y
lobuladas ubicadas entre el prepucio y el glande del pene. Estan compuestas de
dos tipos de células: escamosas y acinares. Su secrecion holdcrina es llamada

“esmegma”(Chiasson, 1994).

1.8. Escroto

La piel escrotal es relativamente fina pero bien provista de glandulas
sudoriparas y sebaceas (O’Rahilly, 1986; Lockhart, 1988; Dyce, 1991; Koénig,
2007). Se observa un surco en la linea media, el rafe escrotal, que indica la
division del escroto en dos compartimentos. Este rafe se continia hacia delante
con el del pene y hacia atras con el del perineo (O’Rabhilly, 1986). El escroto esta
adherido a una fuerte capa muscular, tunica dartos, que también se extiende como
tabique entre los compartimentos que alojan a los testiculos por separado y es el
que le da el aspecto rugoso. Esta constituido en su mayor parte por fibras
musculares lisas y no contiene grasa. Por dentro del dartos hay una fascia que
puede resolverse en varias capas que concordarian con las capas de la pared
abdominal. La capa predominante es la fascia espermatica externa o tunica
celulosa, a la que se le puede separar del dartos, es una prolongacion de la
aponeurosis profunda del oblicuo abdominal externo. Sostiene a la tunica vaginal y
rodea al cremaster, musculo que entra en el corddn espermatico luego de
desprenderse del margen caudal del musculo oblicuo interno del abdomen. Le
sigue la fascia cremastérica o tunica muscular, posee las asas musculares del
cremaster y se continua con el musculo oblicuo interno y su aponeurosis. La fascia
espermatica interna o tunica fibrosa, corresponde al tejido extraperitoneal y esta
situada inmediatamente por fuera de la capa parietal de la tunica vaginal
(McClintic, 1983; O’Rahilly, 1986; Lockhart, 1988; Dyce, 1991; Konig, 2007).

El escroto, los musculos cremaster y las vasculatura espermatica

constituyen un mecanismo eficaz termorregulador. La tunica dartos y los musculos



cremaster regulan el area de la superficie escrotal y la posicién de los testiculos
con respecto a la pared abdominal, y la arteria espermatica y el plexo
pampiniforme proveen un mecanismo de intercambio de calor. La sangre arterial
se enfria a medida que pasa entre los vasos del plexo pampiniforme y que corre
sobre la superficie del testiculo antes de pasar dentro del mismo. La sangre
venosa se calienta por el intercambio de calor con la arteria (Pineda, 2003). La
termorregulacion también estd dada por glandulas sudoriparas adrenérgicas

ubicadas en la piel escrotal (Hafez, 2000).

1.9. Pene

El pene es el 6rgano copulatorio. Consiste en tres columnas de tejido
eréctil. Estas columnas son independientes en su parte caudal, donde constituyen
la raiz del pene, pero las partes principales estan combinadas en el cuerpo del
organo (O’Rahilly, 1986; Dyce, 1991; Konig, 2007).

La raiz del pene es la porcion fija de éste érgano, situada en el espacio
perineal superficial. Comprende las raices de los cuerpos cavernosos y el bulbo
del cuerpo esponjoso, que son tres formaciones de tejido eréctil. Este bulbo esta
cubierto por el musculo bulboesponjoso estriado. La porcion posterior ensanchada
del bulbo es perforada por arriba por la uretra, que se extiende hacia delante en su
espesor. Al dirigirse hacia adelante se va adelgazando y se dobla hacia abajo para
continuarse como cuerpo esponjoso del pene (O Rahilly, 1986; Dyce, 1991).

El cuerpo del pene es la porcion libre y colgante y esta cubierto de piel. Esta
formado por dos cuerpos cavernosos que se agrupan alrededor de la uretra
peneana y constituyen la mayor parte del volumen del cuerpo del pene. El cuerpo
esponjoso es mas delgado y rodea a la uretra (O'Rahilly, 1986; Hafez, 2000), en
su terminacion se expande subitamente para formar el glande del pene (O Rahilly,
1986).

Los tres cuerpos se dividen en muchos espacios llenos de sangre, los
espacios cavernosos, mediante abundantes trabéculas que se extienden dentro de

ellos a partir de la tunica albuginea y del tabique peneano. Estas trabéculas se



extienden en todas direcciones a través del tejido eréctil (O'Rahilly, 1986;
Lockhart, 1988; Konig, 2007).

La rata, a diferencia del humano, tiene un hueso peneano (Farris, 1949;
Shively, 1987).

2. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual se forman
espermatozoides a partir de células germinales indiferenciadas, que involucra a la
mitosis y la meiosis, una diferenciacion morfolégica y una reorganizacién celular
(Kretser et al., 1998; L'Hernault, 2006; Huleihel et al., 2007). Aproximadamente 10
diferentes tipos celulares son producidos y participan en este proceso, los cuales
bajo condiciones normales, son precisos y consistentes en tiempo, produciendo el
namero de células germinales y somaticas necesarias (Weinbauer y Wessels,
1999).

El epitelio germinal esta compuesto de dos tipos de células somaticas:
(mioides y células de Sertoli) y de células germinales (espermatogonia,
espermatocito primario y secundario, espermatida y espermatozoide) (Austin y
Short, 1982). Las células germinales jovenes se encuentran sobre la membrana
basal y las sucesivas células se dirigen hacia el lumen del tubulo seminifero,
colocandose en diferentes capas dependiendo del grado de maduracion, con las
espermatidas situadas cerca del lumen. Las células de Sertoli nutren y cuidan a
las células germinales (Figura 2) (Weinbauer y Wessels, 1999; Hafez, 2000).

La duracion de la espermatogénesis varia de acuerdo a la especie. En el
caso de la rata, la duracidon es de 52 dias con 14 asociaciones celulares distintas
(Clermont et al.,, 1959; Knobil y Neil, 1994; Hafez, 2000) y en el humano 75 dias
con 6 asociaciones (Tabla 1) (Knobil y Neil, 1994; De Jonge y Barratt, 2006;
Sofikitis et al., 2008).



Figura 2. Esquema de un corte transversal de un tubulo seminifero en donde se muestran sus
componentes celulares. Espermatozoide (1), espermatida (2), espermatocito secundario (3), célula de
Sertoli (4), espermatogonia (5), lamina basal (6), fibroblasto (7), célula de Leydig (8), espermatocito
primario (9), célula en divisién (10), vaso sanguineo (11). Tomado de http://rge.fmrp.usp.br.

Tabla 1. Duracién de la espermatogénesis en las diferentes especies.
Tomado de Boneta, 2009 y Knobil y Neil, 1994.

Especie Duracién en dias
Bovinos 54
Ovinos 47.7
Equinos 49
Caninos 54.4
Suinos 34.4
Aves de corral 12.8
Rata 51.6-53.2
Ratén 35
Hamster 35-36
Conejo 48
Cuyo 33.8
Humano 74-76




La espermatogénesis consta de las siguientes etapas:
espermatocitogénesis, meiosis, espermiogénesis y espermiacion (Figura 3)
(Hafez, 2000).
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Figura 3. Esquema de la espermatogénesis. Se observan los diferentes estados
celulares. Tomado de www.genomasur.com.
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2.1. Espermatocitogénesis

Esta etapa es importante porque en ella se forman las grandes poblaciones
de células germinales (Hafez, 1970). Durante el desarrollo embrionario, las células
germinales primordiales emigran desde la region del saco vitelino del embridn
hacia las génadas no diferenciadas. Después de llegar a la gonada fetal, las
células primordiales se dividen varias veces, formando los gonocitos A0 o células
stem (As) (Austin y Short, 1982). Este tipo de espermatogonias son la fuente para
la continua produccion de gametos. Después de la pubertad y durante la vida
reproductiva del macho, las espermatogonias se dividen de una manera rapida y
sucesiva por mitosis. La mitad de ellas se dividen y forman células iguales (células
madre) y aproximadamente la otra mitad forma espermatogonias A1, que
nuevamente por divisiones mitéticas forman espermatogonias A2, A3 y A4. El tipo
A4 sufre mitosis para formar la espermatogonia intermedia (A In), que a su vez,
por mitosis, forma la espermatogonia B. Las espermatogonias B pasan por mitosis
para formar los espermatocitos primarios (Hafez, 2000; Galina, 2008; Sofikitis et
al., 2008).

En el humano, se distinguen principalmente tres tipos de espermatogonias,
A palida, A oscura y la B. Sin embargo, el proceso de espermatocitogénesis es el

mismo (Kretser et al., 1998)

2.2. Meiosis

Los espermatocitos primarios inician la primera etapa de la meiosis para dar
lugar a los espermatocitos secundarios; en la segunda etapa de la division
meidtica, cada espermatocito secundario se divide para formar las espermatidas
redondas (Hafez, 1970; Galina, 2008).

Durante la meiosis, el material genético se recombina y es segregado. El
espermatocito primario realiza su primera divisidon meidtica o reduccional para dar
origen a los espermatocitos secundarios. Esta es una fase prolongada donde
ocurren cambios de material genético entre los pares de cromosomas, en donde la

profase a su vez se subdivide en preleptoteno, leptoteno, cigoteno y diploteno. En



este periodo no solo se realiza la reduccibn en el numero de cromosomas
somaticos, sino que también los cromosomas sexuales se separan de manera que
un espermatocito secundario recibe el cromosoma X y el otro el Y. En la segunda
division meidtica de cada espermatocito secundario se producen dos

espermatidas redondas (Kretser et al,, 1998; Galina, 2008).

2.3. Espermiogénesis

Es un proceso de metamorfosis que consiste en la transformacion de las
espermatidas en espermatozoides estructuralmente listos para fertilizar al évulo
(Galina, 2008; Sofikitis et al, 2008). Estos cambios ocurren cuando las
espermatidas estan en contacto con el citoplasma de la célula de Sertoli. Uno de
los signos caracteristicos es el alargamiento de las espermatidas y su migracion
hacia el lumen del tubulo (Huleihel et al., 2007; Galina, 2008).

Las diversas etapas de la transformacion de las espermatidas se dividen en
cuatro fases: (1) de Golgi, se caracteriza por la formacion de granulos pro-
acrosomicos dentro del aparato de Golgi, la coalescencia de los granulos en uno
solo, la adhesion del granulo acrosémico a la envoltura nuclear, y las etapas
tempranas de la formacion de la cola en el polo opuesto al de la adhesién del
granulo acrosémico, el centriolo proximal se acerca al nucleo de
encasquetamiento; (2) de capuchodn, esta fase se caracteriza por la dispersion del
granulo acrosémico adherente en la superficie del nucleo de la espermatida hasta
que aproximadamente dos tercios de la porcion anterior del nucleo queda cubierto,
ademas, los componentes axonémicos, formados a partir del centriolo distal, se
alargan mas alla de la periferia del citoplasma celular; (3) acrosémica, se lleva a
cabo una rotacion de la espermatida, de modo que el acrosoma se dirige hacia la
base del tubulo seminifero y la cola hacia el lumen, hay condensacién de la
cromatina nuclear, asi como remodelacién del nucleo; el acrosoma también se
condensa, a su vez que se alarga. Los cambios en la morfologia nuclear se
acompanan de desplazamiento del citoplasma hacia la parte caudal del nucleo,

donde aquél rodea la parte proximal de la cola en desarrollo. Las mitocondrias



comienzan a concentrarse cerca del axonema, donde forman la vaina; y (4) de
maduracién, en donde alrededor del axonema se forma una vaina fibrosa y las
nueve fibras gruesas subyacentes, por su parte, las mitocondrias se empacan
apretadamente en una vaina continua que se extiende desde el cuello hasta el
anillo citoplasmico. En esta etapa, se forma el cuerpo residual o gota
citoplasmatica, que consiste en el citoplasma restante, el cual es fagocitado por la
célula de Sertoli (Austin y Short, 1982; Kretser et al., 1998; Hafez, 2000).

2.4. Espermiacion

La liberacidon de los espermatozoides al interior de los tubulos seminiferos
se denomina espermiacion. Después de la liberacion de las células germinales
maduras, los cuerpos residuales son fagocitados por las células de Sertoli para

reciclar los componentes protoplasmicos (Hafez, 2000).

3. Control de la espermatogénesis

La espermatogénesis requiere de la accion de un grupo complejo de
hormonas peptidicas y esteroideas, cada una con un papel importante en el
funcionamiento normal del epitelio seminifero. Tales mensajeros hormonales son
criticos no solo para la regulacion del desarrollo de las células germinales, sino
también para la proliferacion y funcion de las células somaticas necesarias para el

adecuado desarrollo del testiculo (Holdcraft y Braun, 2004).

3.1.  Regulacion hormonal

Las hormonas que regulan el proceso de la espermatogénesis se derivan
primordialmente en tres sistemas u organos: varias areas del hipotalamo, I6bulo
anterior de la hipdfisis y el testiculo (Hafez, 2000; Brehm y Stegerk, 2005)
(Figura 4).



Figura 4. Diagrama esquematico de la regulacion hormonal de la
espermatogénesis, eje hipotalamo-hipdfisis-génada. Tomado de Ong et
al., 2005.

3.1.1. Hipotalamo

La hormona del hipotdlamo que regula tal proceso es la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH o LHRH). Se trata de un decapéptido que proporciona
un enlace humoral entre el sistema neural y el enddcrino. Asi, en el area preodptica
y area ventromedial se localizan las neuronas productoras de GnRH (De Jonge y
Barratt, 2006; Galina, 2008). En respuesta a las sefales neurales, se liberan
impulsos de GnRH por los axones de las neuronas en la eminencia media. En esa
region, se origina el sistema portal hipofisiario, que consiste en una red capilar que
permite el paso de la hormona de la eminencia media hasta la hipéfisis anterior,

sin pasar por la circulacion general (Hafez, 2000; Perera et al, 2007; Galina,



2008). En el macho o género masculino, la GnRH tiene una produccién solamente
ténica (Galina, 2008).

3.1.2. Lobulo anterior de la hipdfisis

La hipdfisis anterior secreta la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH), ambas son glucoproteinas secretadas por los
gonadotropos. Cada una de ellas consiste en dos subunidades: alfa y beta. La
subunidad alfa es comun en ambas hormonas, mientras que la beta confiere la
especificidad del receptor a cada gonadotropina en una especie determinada
(Hafez, 2000; Holdcraft y Braun, 2004; Perera et al., 2007).

Estudios indican que la funcién principal de la FSH en la espermatogénesis
es estimular la proliferacién de las células de Sertoli antes de la pubertad (Heckert
y Griswold, 2002). La cantidad de células de Sertoli determina el numero de
células germinales (Sharpe, 1994).

En el macho, la LH estimula la producciéon de testosterona (T) por las
células de Leydig (Pineda, 2003; Galina, 2008).

3.1.3. Testiculo
Dentro de la génada, las células de Sertoli, asi como las de Leydig, son las

encargadas de regular la espermatogénesis.

3.1.3.1. Célula de Sertoli

Ademas de estimular la proliferacion de las células de Sertoli, la FSH
también estimula en ellas la secrecion de muchos factores necesarios para el
desarrollo exitoso de las espermatogonias en espermatozoides. Estos factores
pueden estar en forma de mantenimiento fisico, de barreras o uniones complejas,
o0 pueden ser estimulacién bioquimica en forma de factores de crecimiento o
nutrientes (Griswold, 1998). De hecho, los factores secretados por Sertoli son
influenciados por el tipo de células germinales presentes en el epitelio seminifero
(Jegou, 1993).



Las proteinas secretadas por éstas células se pueden clasificar en cuatro
categorias dependiendo de sus propiedades. La primera incluye proteinas de
transporte o bioprotectivas que son secretadas en alta abundancia, e incluye la
transferrina, proteina unidora de androgenos (ABP) y la ceruloplasmina. La
segunda categoria incluye proteasas e inhibidores de proteasas, importantes en el
proceso de espermiacion y en el movimiento de espermatocitos en preleptoteno al
compartimento adluminal. La tercer categoria incluye glicoproteinas que forman la
membrana basal del tubulo seminifero y finalmente, la cuarta categoria incluye
glicoproteinas que se secretan muy poco y que aun no se sabe a ciencia cierta la
funcién bioquimica de muchas de ellas (Griswold, 1995).

Entre estas glicoproteinas se encuentran los factores de crecimiento, de
diferenciacion, proliferaciéon y de supervivencia como el factor celular stem, la
inhibina, activina, folistatina, el factor neurotrépico derivado de la linea celular glial,
la sustancia inhibidora de los conductos de Mdller (MIS), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el factor de crecimiento epidermal, factor de crecimiento
asociado a insulina |, el factor de crecimiento tumoral alfa, entre muchos otros
(Weinbauer y Wessels, 1999; Hafez, 2000; Pineda, 2003; Sharpe et al., 2003;
Huleihel et al., 2007; Galina, 2008; Sofikitis et al., 2008). Ademas de la produccion
de las diferentes glicoproteinas, también se lleva a cabo la conversion de
androgenos a estrogenos, éstos ultimos también necesarios para la proliferacion,
diferenciacion y funcion de las células germinales (Bilinska et al., 2006).

La inhibina, la activina y la folistatina también estan involucradas en este
sistema de regulacion. La inhibina funciona suprimiendo la secreciéon de FSH y la
activina estimula su liberacion, mientras que la folistatina antagoniza la accién de

la activina (Mather, et al., 1997; Weinbauer y Wessels, 1999).

3.1.3.2. Célula de Leydig
La LH estimula la sintesis de andrégenos, principalmente la T, en las
células intersticiales de Leydig, que son adyacentes a los tubulos seminiferos, a

través de la estimulacion de la sintesis de esteroides por la activacion de las



enzimas involucradas en la esteroidogénesis (Dominguez, 1991; Hafez, 2000).
Esta hormona esteroide actua sobre diferentes tipos celulares tanto en el
compartimento tubular como en el intersticial (Weinbauer y Wessels, 1999).

En las células de Sertoli, la T es indispensable para que se lleve a cabo la
espermatogénesis, se ha sugerido que principalmente las etapas VII y VIII son
dependientes de la estimulacion por esta hormona esteroide (Dominguez, 1991).
Kretser et al, (1998), indicé que la T tiene un impacto importante sobre la mitosis
de las espermatogonias asi como en la finalizacion exitosa de la meiosis. También
actua como factor de supervivencia o antiapoptoético, de diferenciacion y de
adhesion en las espermatidas (Sofikitis et al., 2008); asi como provee sinergismo a
la FSH para la produccién de caderinas, proteinas necesarias para la union de
Sertoli a la membrana basal (Huleihel et al,, 2007).

Los andrégenos producidos no solo difunden en las células de Sertoli
(regulacién autdcrina), sino que también se secretan en la sangre y se transportan
en ella unidos a la ABP para proporcionar una regulacion endécrina de la
espermatogénesis, inhibiendo la GnRH y a las gonadotropinas hipofisiarias
(Griswold, 1998; Weinbauer y Wessels, 1999; Hafez, 2000; Pineda, 2003). La T
también tiene un control autécrino, es decir, sobre la misma célula que la produce:
Leydig.

Evidentemente la T asume una funcién tanto en el desarrollo morfolégico
como en la funcién reproductiva; sin embargo, sus metabolitos, dihidrotestosterona
y el estradiol en especial su receptor a, también juegan un papel claramente
importante en el mantenimiento de la fertilidad, el primero al regular el desarrollo
de las células germinales y el segundo, al regular el fluido luminal en el epididimo
(Holdcraft y Braun, 2004).

Por otra parte, el receptor para andrégenos (RA) tiene una funcion
importante en la regulacién de los niveles de T a través de una retroalimentacion
negativa sobre las células de Leydig, via enddcrina sobre la produccion de GnRH

y la inhibicion de la sintesis de LH (Amory y Bremner, 2001). En el testiculo, las



células de Leydig, mioides y de Sertoli expresan RA (Zhou et al., 2002; Holdcraft y
Braun, 2004).

3.2. Regulacién por apoptosis

Hay un balance continuo entre la generacién de células germinales y su
muerte. Este balance es regulado por la muerte celular programada via apoptosis.
Los procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células germinales
son regulados via paracrina, autdcrina y enddécrina. Esos factores involucran la
activacion de diferentes vias de sefalizacion intracelular, que incluyen la familia
Bcl-2 (expresados en las células germinales del testiculo inmaduro y en los
espermatocitos y espermatidas en el testiculo maduro), la cual es inducida por la
T, como se indico en el apartado anterior; FAS y su ligando; el factor de necrosis
tumoral a y su ligando TRAIL; el gen p53, y el AMPc sensible al elemento
modulador (CREM) expresado en las espermatidas redondas (Billig et al., 1996;
Sinha Hikim y Swerdloff, 1999; De Jonge y Barratt, 2006; Huleihel et al., 2007).

4. Descenso testicular

En la mayoria de los mamiferos, el testiculo desciende del abdomen a una
posicidn extracorporea para proveer de un ambiente con una temperatura baja con
la finalidad de que se desarrolle una espermatogénesis normal. La temperatura
intra-testicular, comparada con la temperatura corporal de un adulto, es de 2 a 4
°C menos (Hughes y Acerini, 2008). Evolutivamente hablando, el descenso
testicular es un proceso costoso y muchas dificultades, de tipo fisiologicas y del
desarrollo, pueden presentarse durante este proceso (Foresta et al., 2008).

El descenso de los testiculos al escroto es un proceso enddcrino y
morfolégico complejo que involucra el incremento de la presién intra-abdominal, el
desarrollo del epididimo, el conducto deferente, el gubernaculo, el ligamento
suspensor craneal, el propio testiculo, el musculo cremaster, el proceso vaginal y
el canal inguinal; el estimulo del nervio genitofemoral y varios estimulos de

hormonas y péptidos bioldgicos activos con efecto paracrino y/o sistémico (Heyns



y Hutson, 1995; Vigueras y Merchant, 2001; Costa et al/, 2002; Hutson y
Hasthorpe, 2005; Amann y Veeramachaneni, 2007; Hughes y Acerini, 2008). Sin
embargo, muchos aspectos de este proceso, altamente regulado son audn
controversiales y pobremente entendidos.

Hutson (1985) propuso que el descenso testicular ocurre en dos fases
secuenciales con diferentes mecanismos anatémicos y controles hormonales. Esta
teoria describe el descenso del testiculo de una posicion abdominal a una
localizacion dentro del escroto durante las fases: transabdominal e
inguinoescrotal.

La duracion de las fases del descenso testicular varia considerablemente
en los diferentes mamiferos (Figura 5). En el humano, el testiculo desciende
generalmente al nacimiento, al igual que en el conejo, el cerdo y el caballo. Por
otra parte, en el bovino y ovino los testiculos descienden completamente durante
la primera parte de la gestacion; mientras que en el perro, la rata y el raton, ocurre
después del nacimiento. Independientemente del tiempo, estas especies muestran

en comun las dos fases del descenso testicular (Hughes y Acerini, 2008).
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Figura 5. Duracion de las fases del descenso testicular en las diferentes especies. Tomado
de Hughes y Acerini, 2008.



4.1. Fase transabdominal

En un principio la génada indiferenciada se ubica en una posicién perirrenal,
y es sostenida por el ligamento suspensor craneal (LSC) hacia la pared abdominal
posterior y por el ligamento genitoinguinal caudal o gubernaculo (G), el cual
conecta al testiculo, via epididimo, al futuro anillo inguinal interno del canal
inguinal. EI G estda compuesto de una matriz extracelular hidrofilica rica en
glicosaminoglicanos (GAGs) y células mesenquimatosas, como fibroblastos vy
células de musculo liso, asi como fibras de colagenos vy elasticas. Este ligamento
es la principal estructura encargada del descenso testicular. Adyacente a la
gonada indiferenciada, de origen mesonefronico, se encuentran los conductos de
Woolf y de Muller (Heyns et al, 1990; lIvell y Hartung, 2003; Hutson y Hasthorpe,
2005; Foresta et al., 2008).

Durante la primera fase, los testiculos siguen de cerca la futura region
inguinal durante la ampliacion de la cavidad abdominal y bajo la presion
aumentada por el crecimiento de las visceras abdominales. Debido al efecto de las
hormonas, el LSC involuciona, mientras que el G desarrolla su segmento caudal
(bulbo gubernacular) por mitosis, incrementando la sintesis de GAGs y depdsitos
de acido hialurénico y agua ("swelling reaction”). Este desarrollo permite que el
canal inguinal se dilate, el testiculo permanezca muy cercano al anillo inguinal
interno, y esto cause la migracion del testiculo hacia la region inguinal (Costa et
al., 2002; Hutson y Hasthorpe, 2005; Foresta et al., 2008).

4.1.1. Factor asociado a la insulina 3 (INSL3)

El INSL3 también conocido como factor asociado a la relaxina (RLF), es
producido por las células de Leydig y su receptor, el LGR8 (receptor acoplado a la
proteina G rico en leucina), muestra alta expresion en el G. De acuerdo a estudios
animales, el INSL3 tiene un efecto directo sobre la “reaccion de hinchazén” o
"swelling reaction” del G (lvell y Hartung, 2003; Hutson y Hasthorpe, 2005;
Virtanen y Toppari, 2008; Foresta et a/., 2008).



Se ha observado que la expresion de INSL3 comienza en el dia 14 del
desarrollo embrionario, justo antes de la proliferacion y diferenciacion de células
mesenquimatosas del G y el sobre crecimiento de éste, necesario para el
descenso transabdominal que ocurre entre el dia 15.5 y 17.5 post coito en el raton.
La concentracion de INSL3 disminuye durante la pubertad y alcanza su expresion
maxima en la edad adulta. Se sabe que el ratbn macho con InsI3" y fop2'/'
muestra criptorquidia bilateral debido al dafio en el desarrollo del gubernaculo
(Adham y Agoulnik, 2004; Toppari et al., 2007; Foresta et al., 2008).

4.1.2. Participacion de los androgenos y la sustancia inhibidora de Muller (MIS)

Ademas del desarrollo del gubernaculo, la regresion del LSC también
parece contribuir en la posicion del testiculo (Lee y Hutson, 1999). Esta regresion
es dependiente de los androgenos, sin embargo, no son requeridos
necesariamente para que se lleve al cabo la primera fase del descenso testicular.
Estudios de desordenes asociados a defectos en la biosintesis de andrégenos
muestran que el testiculo invariablemente desciende hacia la regidon inguinal
(Figura 6) (Ivell y Hartung, 2003; Hughes y Acerini, 2008; Foresta et al., 2008).

Por otra parte, se ha encontrado que las células mesenquimatosas del
gubernaculo, especificamente los fibroblastos, expresan RA, lo que indica que los
andrégenos también actian aumentando la "swelling reaction” del G (Foresta et
al., 2008).

Otro factor implicado en la primera fase del descenso testicular es la MIS.
Mutaciones en el receptor para MIS causan persistencia de los conductos de
Muller en el macho, interrumpiendo, mecanicamente, el descenso de los testiculos
y provocando feminizacion del gubernaculo. Sin embargo, existe evidencia de que
ratones deficientes en el receptor de MIS no soélo tienen descenso testicular
normal, sino que también la MIS tiene un efecto indirecto sobre el crecimiento del
G, por lo que su participacion en el descenso testicular aun es controversial (Ivell y
Hartung, 2003; Hutson y Hasthorpe, 2005; Virtanen y Toppari, 2008; Foresta et al.,
2008; Hughes y Acerini, 2008).



Figura 6. Fases del descenso testicular en donde se observan los diferentes cambios
anatémicos. Durante la fase transabdominal el INSL3 induce desarrollo del gubernaculo lo que
permite la dilatacion del canal inguinal y el desplazamiento del testiculo a una posicién inguinal; a
su vez, la T actua sobre el LSC induciendo su regresion. En la fase inguinoescrotal, la T actda
directamente o a través del NGF para llevar a cabo la regresion del gubernaculo y asi completar
el descenso testicular. LSC indica ligamento suspensor craneal; T, testosterona; MIS, sustancia
inhibidora de los conductos de Muller; S, células de Sertoli; L, células de Leydig; INSL3, péptido
asociado a la insulina 3; NGF, nervio genitofemoral. Tomado de Foresta et a/., 2008.

4.2. Fase inguinoescrotal

La migracion testicular de la regidon inguinal hacia el escroto es
predominantemente controlada por los andrégenos. En el tercer tercio de la
gestacion, y después del nacimiento en los roedores y el perro, el gubernaculo
migra dentro del escroto. Sin embargo, algunos autores han sugerido que la

influencia de los andrégenos sobre la migracion del gubernaculo es via indirecta a



través del nervio genitofemoral (Hutson y Beasley, 1987; Fallat et a/, 1991; Ng et
al., 2005).

4.2.1. Andrégenos

Como anteriormente se menciond, los fibroblastos expresan RA lo que
permite durante la fase inguinoescrotal, una pérdida de la matriz extracelular y de
numerosos fibroblastos a partir del incremento en la secrecion de fosfatasa acida y
colagenasas, resultando en la involucion del ligamento y bulbo del G,
convirtiéndose éste progresivamente en una estructura fibrosa con pocas células,
rica en fibras de colageno y elasticas. Tales cambios disminuyen el tamafio del G,
el ligamento tiende a acortarse y se incorpora al bulbo gubernacular, lo que forza
al testiculo a descender (Vigueras y Merchant, 2001; Costa et a/., 2002; Hutson et
al., 2004; Vigueras et al., 2004).

Simultaneamente, el proceso vaginal y el musculo cremaster se alargan
dentro del gubernaculo creando una extension de la cavidad abdominal para
formar el escroto, de esta manera, se permite el paso del testiculo desde el anillo
inguinal externo hasta su posicion final. Posteriormente, el proceso vaginal se
cierra con la finalidad de evitar la formacién de hernias inguinales (Ng et a/., 2009)
(Figura 7).

Figura 7. Diseccion parcial de una rata neonata en donde se exponen las estructuras de la region inguinal involucradas
en el descenso testicular. El gubernaculo es movil en la parte distal y es adherido al testiculo en la parte proximal. El
diagrama muestra un corte longitudinal de las estructuras dentro del gubernaculo. P indica pene; T, testiculo; G,

gubernaculo; S, region escrotal; PV, proceso vaginal; CM, musculo cremaster. Tomado de Yong et al., 2008.



4.2.2. Nervio genitofemoral (NGF)

En los roedores, los androgenos secretados por el testiculo actuan
masculinizando el nucleo sensitivo del NGF (ganglio L1-L2), con sintesis y
liberacion de un neurotransmisor especifico, el péptido relacionado al gen de la
calcitonina (CGRP). ElI musculo cremaster contiene receptores para CGRP,
causando contraccion ritmica del gubernaculo (Momose et al., 1992; Shono et al.,
1995; Vigueras et al.,, 2003; Hutson y Hasthorpe, 2005; Ng et al, 2005; Foresta et
al., 2008; Hughes y Acerini, 2008).

Por otra parte, se ha demostrado que el CGRP incrementa la mitosis en el
bulbo gubernacular de la rata, asi como provee de sefiales quimiotacticas para el
control de la migracién del G en esta segunda fase (Ng et a/., 2005; Yong et al.,
2008) (Figura 8).

Se ha observado que los nifilos que presentan espina bifida tienen una alta
frecuencia de criptorquidia, lo que sugiere que el NGF puede tener una funcion en
el control del descenso testicular también en humanos (lvell y Hartung, 2003;
Virtanen y Toppari, 2008).

Por otra parte, algunos autores proponen que el CGRP no tiene que ver en
el descenso testicular humano y que solo actua en el desarrollo del musculo
cremaster en la rata, debido a que el musculo es un componente pequefio en el
gubernaculo del hombre. Sin embargo, Harnaen et al/, (2007), encontré un
parecido cercano entre el desarrollo del gubernaculo de la rata y el humano,
permitiendo la extrapolacion de la funcion del cremaster y el CGRP en el descenso
testicular.

Recientemente, se ha sugerido que los nervios autbnomos simpaticos
pueden ser mas importantes en el descenso testicular que el NGF (Hutson y
Hasthorpe, 2005).



Figura 8. Esquema que representa el mecanismo de accioén de la testosterona (T)
en la segunda fase del descenso testicular. Accion directa sobre los fibroblastos
del gubernaculo (1); accién indirecta sobre las neuronas el nucleo motor del
nervio genitofemoral (NGF); éstas a su vez regulan la liberacion del péptido
asociado al gen de la calcitonina, producido por el nicleo sensitivo del NGF (3).
Tomado de Vigueras et al., 2003.

5. Criptorquidia

La criptorquidia, del griego orkhis'y krypios (testiculo escondido), es la falla
en el descenso de uno o ambos testiculos dentro del sacro escrotal y es el defecto
congénito mas frecuente al nacimiento en humanos. Ademas de ser considerada
como una malformacion, representa el principal factor de riesgo de cancer

testicular e infertilidad en la edad adulta (Foresta et al., 2008).

5.1. Incidencia y clasificacién

La incidencia reportada de acuerdo a estudios prospectivos en nifos a
término con un peso normal varia entre 2% y 8% (Virtanen et al., 2007a). En una
comparacion entre estudios realizados durante las ultimas dos décadas, se han
observado diferencias geograficas aun inexplicables, reportdndose un indice entre
el 1.8% y el 8.4% en nifios a término con un peso minimo de 2.5 kg (Boisen et al.,
2004; Virtanen et al., 2007a; Virtanen y Toppari, 2008) (Figura 9). Probablemente,

influya en estas cifras el hecho de que en la actualidad no se cuenta con una



definicién uniforme de la criptorquidia para la realizacién de los estudios (Foresta
et al., 2008).
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Figura 9. Porcentaje de nifios recién nacidos con criptorquidia y con un peso al nacimiento > 2500 g en estudios
consecutivos. También se muestra el niumero de casos por nimero de nifios examinados. Tomado de Virtanen y
Toppari, 2008.

Alrededor del 50% de los nifios que presentan criptorquidia al nacimiento,
tienen descenso espontaneo durante los primeros 3 meses de vida, cuando la
secrecion de testosterona enddgena incrementa, disminuyendo asi la incidencia
entre el 0.9% y el 1.8% al afio de edad (Andersson et al., 1998; Ivell y Hartung,
2003; Boisen et al., 2004; Virtanen et al., 2007a; Foresta et al., 2008; Virtanen y
Toppari, 2008).

En niflos prematuros, con bajo peso al nacimiento (< 2.5 kg) y una talla
menor a la edad gestacional, se observa un incremento sustancial en la incidencia
de la criptorquidia, alcanzando 20-25% (Ivell y Hartung, 2003; Foresta et al/.,
2008).

La falla en el descenso testicular puede ocurrir de manera bilateral en un

tercera parte de la poblacion afectada y de manera unilateral en dos terceras



partes. Los testiculos criptorquidicos son clasificados con base a su posicion a lo
largo de la ruta normal del descenso: abdominal alto, abdominal bajo, inguinal,
supraescrotal, escrotal alto o ectépico. En la practica clinica, una diferenciacion
entre palpable y no, unibilateral o bilateral parece ser mas practico (Virtanen et al/.,
2007a; Foresta et al., 2008).

En los animales domésticos, se ha reportado una incidencia de 3.3% en
caninos; en felinos se observa entre 1% y 1.3% (Mansfield y Land, 2002; Yates et
al., 2003); en equinos la incidencia varia de acuerdo a la raza y se presenta en un
2% (Cox et al., 1979); mientras que en los suinos, la criptorquidia se reporta como

una anormalidad frecuente y con un 3% de incidencia (Bernal-Mafas et al,, 2005).

Desafortunadamente en México no se cuenta con estudios en donde se
reporte la incidencia de la criptorquidia en humanos ni en las especies domeésticas.
En el caso de los primeros, el Instituto Nacional de Pediatria, ubicado en la Ciudad
de México, recibe numerosos pacientes con criptorquidia. A pesar de que no es la
patologia mas tratada por el departamento de urologia, los médicos sefalan a la

criptorquidia como una patologia frecuente’.

5.2. Etiologia y factores de riesgo

La criptorquidia puede ser causada por alguna anormalidad de las
estructuras anatbmicas o mecanismos hormonales descritos anteriormente. Puede
presentarse de manera aislada o puede estar asociada a otras anomalias
congénitas como el sindrome de disgenesia testicular. La etiologia, en su mayor
parte, es aun desconocida; por lo que la criptorquidia puede ser considerada como

una patologia compleja (Hutson y Hasthorpe, 2005; Foresta et al., 2008).

! Cuevas Alpuche Juan Osvaldo, Departamento de Urologia, Instituto Nacional de Pediatria, México D.F., México.

Comunicado personal.



De acuerdo a estudios en roedores, los factores que afectan el descenso
testicular durante la fase transabdominal son: (1) mutaciones en el gen para INSL3
(V18M, P49S, R73X y R102C); (2) mutacién en el receptor LGR8 (T222P) y (3)
exposicidn a estrogenos (dietilestilbestrol) por parte de la madre, provocando la
supresion de INSL3 y probablemente retroalimentacion negativa sobre el eje
hipotalamo-hipdfisis-gonada (HHG) (Ivell y Hartung, 2003; Bergh y Soder, 2007;
Virtanen et al., 2007b; Ferlin et al., 2008; Virtanen y Toppari, 2008).

Por otra parte, los factores que impiden que se lleve al cabo la fase
inguinoescrotal son: (1) mutaciones en el gen para AR, causando sindrome de
insensibilidad al andrégeno; (2) mutaciones en el receptor para LH; (3)
alteraciones en el eje HHG, provocando hipogonadismo hipogonadotrdpico, (4)
dafios al NGF y (5) alteraciones en el gen para CGRP (lvell y Hartung, 2003;
Bergh y Séder, 2007; Foresta et al., 2008; Virtanen y Toppari, 2008).

Sin embargo, existen otros factores de riesgo y alteraciones involucrados en
la criptorquidia como dafo en el gen para el factor de transcripcion Hoxa-10, al
cual se le ha relacionado con la “swelling reaction” del G; desarrollo del proceso
vaginal, canal inguinal y escroto; alteraciones en la produccién de MIS asi como
alteraciones en el gen para su receptor; exposicion a xenobidticos como el
dietilestilbestrol y el dicloro-difenil-tricloroetano (DDT); dafio en la biosintesis de
colesterol o androégenos; bajo peso y edad gestacional al nacimiento; mal funcién
placentaria; impedimentos mecanicos como la inexistencia del canal inguinal;
complicaciones maternas durante la gestacion (preclamsia y diabetes); variaciones
estacionales; consumo de alcohol, cafeina y cigarro por parte de la madre y
alteraciones cromosoémicas (sindrome de Klinefelter, sindrome de Down, entre
otros) (Maller y Weidner, 1999; Gray et a/ 2001; Ivell y Hartung, 2003; Toppari et
al., 2006; Virtanen et al., 2006, 2007a; Bergh y Soder, 2007; Foresta et al., 2008;
Hughes y Acerini, 2008; Virtanen y Toppari, 2008).



5.3. Diagnéstico, manejo y tratamiento de la criptorquidia

El diagnéstico es clinico y no siempre es facil por lo que debe ser realizado
por un experto en un ambiente tranquilo con la finalidad de minimizar el reflejo
cremastérico (Virtanen et al., 2007a; Gapany et al., 2008).

Después de un consenso, Ritzén (2008) sugiere que si un paciente es
diagnosticado con criptorquidia al nacimiento, debe esperarse hasta los 6 meses
de edad (en el caso del humano) para permitir un descenso espontaneo por parte
del testiculo. Si no es asi, se le debe dar un tratamiento quirdrgico con la
realizaciéon de la orquidopexia (colocacién quirurgica del testiculo dentro de la
bolsa escrotal) antes de los 9 meses de edad y después de haber descartado que
se trate de un testiculo retractil. Sin embargo, por si misma, la orquidopexia no
evita que en edad adulta los pacientes presenten problemas de fertilidad
(Hadziselimovic, 2008).

Ademas de la orquidopexia, la criptorquidia también es tratada en algunos
paises con terapia hormonal. El tratamiento con gonadotropina corionica humana
(hCG) o la GnRH fue propuesto no solo para estimular el descenso testicular sino
también para estimular el desarrollo de las células germinales (Friedman et al,
1994; Hutson y Hasthorpe, 2005). Desafortunadamente, la terapia hormonal ha
tenido pobres resultados sobre el descenso asi como efectos secundarios poco
deseables.

El tratamiento con hCG en el ratén provoca una estimulacion precoz en los
espermatocitos primarios antes de la pubertad, iniciando una espermatogénesis
prematura, lo cual podria ser peligroso para la fertilidad futura (Zhou et al., 2002).
Ademas, incrementa la presion intra-testicular, provoca edema intersticial,
extravasacion de leucocitos y aumenta la apoptosis en las células germinales;
observandose una disminucion del 50% en el tamafio del testiculo en la edad
adulta (Bergh y Soder, 2007; Ritzén, 2008) (Figura 10).

Debido a lo anterior, se ha buscado un tratamiento alterno o que se maneje

antes o después de la orquidopexia; sin embargo, hasta el momento no se cuenta



con ningun tratamiento exitoso que evite la presencia de efectos secundarios
poco deseables.
En los animales de compaiia, perro y gato, el tratamiento se limita a la

orquiectomia (Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 2003).
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Figura 10. Porcentaje de testiculos retenidos que descienden dentro del escroto después del
tratamiento con gonadotropina coriénica humana (hCG), hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), GnRH después de excluir testiculos retractiles (GnRH-retractil), placebo y cirugia

(orquidopexia). Tomado de Ritzén, 2008.

5.4. Efectos a futuro

Hay suficiente informacion que muestra que los pacientes con criptorquidia
tienen un alto riesgo a desarrollar carcinoma in situ (CIS) y por lo tanto cancer
testicular (seminomas) en un 2-3%, cuatro veces mas que el resto de la poblacion
(Dieckmann y Skakkebaek, 1999; Foresta et al, 2008). De igual manera, un alto
riesgo de llegar a ser infértiles irreversiblemente (Ivell y Hartung, 2003). Se ha
observado que el riesgo de desarrollar cancer testicular es reducido si se realiza la
orquidopexia antes de los 2 afios de edad en el humano.

Por otra parte, Hadziselimovic (2008) report6 que a pesar de haberse
tratado la criptorquidia quirurgicamente en una edad temprana, gran cantidad de
los pacientes fueron infértiles en edad adulta por dafio irreversible a la

espermatogonia A oscura. Ademas, el riesgo de bajo conteo espermatico en edad



adulta es dependiente de la edad que se tenga al momento de la cirugia
(Hadziselimovic y Herzog, 2001). Se ha observado que el indice de fertilidad de un
hombre con criptorquidia bilateral corregida quirurgicamente es significativamente
bajo (50-60%) (Cooper vy Little, 1985) al compararlo con pacientes con
criptorquidia unilateral corregida (65-80%) (Elder, 1988) y con el indice de fertilidad
de un hombre sano (93.2%) (Lee y Coughlin, 2001).

5.5. Patogenia de la criptorquidia
5.5.1. Estrés caldrico: alteracion en células de Sertoli, Leydig y germinales

Cuando se presenta la criptorquidia, el testiculo se somete a una
temperatura mayor a la adecuada generando estrés caldrico. En un inicio, este
tipo de estrés provoca un dano en la minipubertad (periodo en el cual hay un
aumento de los niveles séricos de gonadotropinas y T poco tiempo después del
nacimiento) por lo que la poblacion adulta de Leydig no surge y Sertoli no prolifera,
ocasionando que los gonocitos no se diferencien en espermatogonias Ad (Ong et
al., 2005; Toppari et al., 2007; Virtanen et al., 2007b; Hadziselimovic, 2008). Esta
reserva de células madre son esenciales para que se desarrolle una
espermatogénesis efectiva en la pubertad (lvell y Hartung, 2003). Debido a esto,
la realizacion de la orquidopexia mas alla del primer o segundo afo de vida, puede
reducir drasticamente el numero de espermatogonias A oscura (Hadziselimovic y
Herzog, 2001). La disrupcion de este paso de diferenciacion celular es también
asociada con la degeneracion de los gonocitos en CIS (lvell y Hartung, 2003;
Brehm y Stegerk, 2005; Foresta et al., 2008). Subsecuentemente, hay una falla en
el segundo paso de transformacion de espermatogonia Ad a espermatocito
primario a los 3 afios de edad (Ong et a/., 2005) (Figura 11).

Bergh y Soder (2007), sefialan otra posible explicacion al dafo producido
en las células de Sertoli, a través de la expresion de una proteina de choque que
regula la temperatura (RMP3) y una éster-colesterol hidrolasa sensible a la
temperatura. Asi como la muerte por apoptosis de espermatocitos y espermatidas,

los cuales también expresan proteinas sensibles al calor, tras la activacion de p53



y produccién de 6xido nitrico (Yin et al, 1998; Zini et al., 1999). La falta de T,
debido a que Leydig no surge, también contribuye a un aumento en la apoptosis
de las células germinales, ya que se le considera como un factor de supervivencia
(Billig et al., 1996; Sinha Hikim y Swerdloff, 1999; Sofikitis et a/., 2008)

Figura 11. Esquema del desarrollo de las células germinales en donde se
muestran los puntos susceptibles de transformacion en la criptorquidia. CIS
indica carcinoma in situ. Tomado de Ong et al., 2005.



5.5.2. Estrés oxidativo

El aumento de temperatura también provoca que el metabolismo celular se
incremente, originando estrés oxidativo dentro del testiculo (Ahotupa vy
Huhtaniemi, 1992; Peltola et al, 1995). Este tipo de estrés resulta de un
desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y su
eficiente eliminacion al sobrepasar la capacidad del sistema antioxidante,
involucrando sistemas enzimaticos y moléculas organicas diversas (Hernandez-
Alvarado et al., 1995; Frei, 1999; Turner y Lysiak, 2008).

Las ERO son pequefas moléculas basadas en oxigeno altamente reactivas
debido a electrones desapareados (Hicks, 2001). Las mas prominentes son el
anion superoxido (027), el ion hidroxil (OH’) y el peréxido de hidrégeno (H,0,).
Este ultimo es la principal ERO y, aunque no es un radical libre, es la molécula
gue mas se ha involucrado en el dafio de los espermatozoides (Beckman y Ames,
1998; Baumber et al., 2000; Sommer et al, 2000). La mitocondria, a través de la
cadena respiratoria, constituye la principal fuente de generacién de las ERO
(Vazquez-Memije y El Hafidi, 2006). Sin embargo, también las ERO pueden ser
producidas dentro del testiculo en condiciones patolégicas, como la criptorquidia
(Turner y Lysiak, 2008).

El oxido nitrico (ON) puede tener una funcion en la amplificacion del dafio
testicular, al interaccionar con el O,” vy formar el peroxinitrito (ONOQOY), otro
potente agente oxidante. EIl ON también puede reaccionar con CO, para formar
dioxido de nitrogeno (NO,"), un radical de menor actividad pero de larga difusién
(Szabo et al,, 2007; Turner y Lysiak, 2008). Por otro lado, se ha demostrado que el
ON y el ONOO™ han sido asociados con la apoptosis ya que pueden inducir la
peroxidacion de los lipidos de la membrana espermatica (Herrero et al., 1996).

La generacion de las ERO, asi como su conversion a productos no toxicos

por parte del sistema antioxidante se muestran a continuacion:



Tabla 2. Reacciones en la produccién de especies reactivas de oxigeno y participacion de las enzimas
antioxidantes. Tomado de Turner y Lysiak, 2008.

Formacion delion superéxido y el peréxido de hidrégeno
Xantina _xartinacxidasa . Hipoxantina _Xatinaoxidasa | Acjdo urico
+ 0,0 4+ HOp
Formacion de iones hidroxil via reaccién de Fenton
Fe™ + HO» — Fe™" + OH* + OH
Fe'™™" + H,Op — Fe™ + OCH" + H"

Formacion de peroxinitrito y didéxido de nitrégeno
NC + C," — ONOCO
ONOO + CO» — NO, + COy'

Atrapadores comunes de especies reactivas de oxigeno en sistemas de
mamiferos

202 . + 2H + Superdxido dismutasa , H2 OE + 02
2H,0, =8, 9H.0 + O
HE 02 + 2 GS H Gltation peroxidasa N G SSH + 2H2 O

En bajas concentraciones, las ERO tienen un efecto biopositivo y actuan
selectivamente, sin embargo, en patologias como la criptorquidia en donde se
encuentran en altas concentraciones, reaccionan inespecificamente con efectos
bioldgicos negativos (Ochsendorf, 1999).

Los sustratos moleculares mas frecuentes de las ERO incluyen a los acidos
grasos poliinsaturados (AGPIl) de las membranas celulares, a los nucledtidos,
proteinas y carbohidratos (Machlin y Bendich, 1987; Vilar-Rojas et al., 1996;
Beckman y Ames, 1998; Ochsendorf, 1999; Turner y Lysiak, 2008). La interaccion
del OH con los nucledtidos modifica el ADN espermatico induciendo
entrecruzamiento de la cromatina, oxidacion de nucledtidos y ruptura de las
hebras, pudiendo ser asociado a un incremento en el riesgo de defectos al
nacimiento, enfermedades genéticas y cancer en la progenie (Lucesoli y Fraga,
1999; Smith et al., 2007).

Por otra parte, estudios han reportado una correlacion entre el incremento

de ERO en la criptorquidia con un incremento en la apoptosis de las células



germinales, alteraciones en la expresién de genes asociados con el metabolismo
energético y lipidico; reacciones redox y disminucién de T (lkeda et al., 1999; Fujii,
2003; Chaki et al., 2005; Turner y Lysiak, 2008). Se sabe que la esteroidogénesis
por si misma produce ERO, gran parte de la respiracion mitocondrial y de las
reacciones cataliticas de la enzima citocromo P450. Aunque estas ERO son
neutralizadas por los antioxidantes, pueden causar dafo a la membrana
mitocondrial y contribuir a la inhibicion subsecuente de la produccion de T en la

condicion criptorquidica (Turner y Lysiak, 2008).

5.5.3. Lipoperoxidacion

La reaccion de oxidacion de AGPI se denomina lipoperoxidacion (LP),
generada por las ERO que inducen una reaccién en cadena (Wang et al., 2001) y
es asociada con pérdida de la funcién e integridad de la membrana (Sanocka y
Kurpisz, 2004). Ahotupa y Huhtaniemi (1992) sugieren que la LP también puede
ser causada por la inactivacién del antioxidante superdxido dismutasa (SOD)
como consecuencia del incremento en la temperatura.

El primer paso del proceso de LP (iniciacion), consiste en la abstraccion de
un atomo de hidrégeno al grupo metilo adyacente al doble enlace de un AGPI,
formando el radical alquil lipido. El segundo paso (propagacidon) se debe a la
rapida reaccion con el oxigeno para formar el radical peroxil. Este radical es capaz
de abstraer un atomo de hidrégeno de otro AGPI, formando un radical lipido y un
hidroperdxido lipido. Puede dafiar de manera similar a proteinas y nucleétidos. Los
radicales alquil y peroxil son regenerados, el ciclo de propagacioén puede continuar
indefinidamente hasta que uno de los sustratos es consumido o terminado en la
reaccion radical-radical (Pita, 1997; Chihuail et al, 2002; Sanocka y Kurpisz,
2004) (Figura 12).



LIPOPEROXIDACION
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Figura 12. Se muestra la reaccién en cadena de la lipoperoxidacion, iniciada por la abstraccién de
un atomo de hidrégeno de un acido graso poliinsaturado, dejando atras un electrén desapareado
sobre el 4&tomo de carbono. Este radical lipido puede reaccionar con oxigeno o especies reactivas
de oxigeno para formar un radical hidroperdxido. Este radical puede abstraer atomos de hidrégeno
de otras moléculas lipidicas para continuar la reaccién en cadena, resultando en una variedad de
productos. Tomado y modificado de Bjorneboe et al,, 1990.

Todos los componentes lipidos localizados en las membranas espermaticas
(aproximadamente 56% son AGPI) estan involucrados en la regulacién de la
maduracién espermatica, espermatogénesis, capacitacion, reaccion acrosomal,
permeabilidad de membrana, en el potencial de membrana mitocondrial y
eventualmente en la fusion de membranas. Obviamente, la LP altera tales
funciones y en el caso extremo inhibe la espermatogénesis, lo que puede conducir
a la célula a un proceso de muerte programada por apoptosis (Baumber et al.,
2000; Batellier et al., 2001, Sanocka y Kurpisz, 2004; Jedlinska-Krakowska et al.,
2006; Vazquez-Memije y El Hafidi, 2006). La pérdida en la motilidad espermatica y
la capacidad de fusién con el ovocito han sido asociadas con la reduccién en la

permeabilidad de membrana (Sharma y Agarwal, 1996).



6. Antioxidantes

Los antioxidantes en general pueden aumentar el sistema de defensa
antioxidante endégeno en las células, inhibir vias que conducen a la produccién de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno o funcionar como atrapadores o

estabilizadores de radicales libres (Tilly y Tilly, 1995).

6.1. Antioxidantes endégenos

Las principales enzimas antioxidantes son superéxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutation peroxidasa (GPx), que mas tarde necesitan de otras enzimas
como glutation reductasa, glutation-S-transferasa y y-glutamil transpeptidasa,
necesarias para reciclar o eliminar la glutation. Todas estas enzimas antioxidantes
son expresadas en el testiculo (Zini y Schlegel, 1997; Fuijii et al., 2003; Turner y
Lysiak, 2008).

Se ha propuesto que los espermatocitos y las espermatidas son células
vulnerables a las ERO y nitrégeno, ya que la proporcion de sus EA son menores a
las encontradas en las células de Sertoli y peritubulares (Bauché et al, 1994). Las
células germinales cuentan con un eficiente sistema enddgeno antioxidante de
SOD vy reducido sistema para GPx, glutation reductasa y glutatién-S-transferasa,
por lo que son capaces de convertir O, a H,O,, pero presentan dificultad para
metabolizar el H,O,, lo que resulta en la saturacién de su sistema protector contra
el peroxido y éste convierte a radicales OH’, que son altamente téxicos (Bauché et
al, 1994; lkeda et al, 1999). Por otra parte, las células germinales son mas
susceptibles a los RL, ya que tienen una cercana proximidad a su generacion, las
células de Sertoli, asi como su alta inclusion de AGPI en sus membranas (Acharya
et al., 2007).

6.2. Vitamina E
En 1922, Evans y Bishop demostraron que las ratas alimentadas con una
dieta deficiente en ciertas sustancias lipidicas mostraban falla reproductiva al

afectarse la espermatogénesis (Bjorneboe et al, 1990). Tales lipidos fueron



denominados como vitamina E (VE). El término incluye cuatro componentes con
estructura tocol (a, B, vy y o-tocoferol) y cuatro componentes con estructura
tocotrienol (a, B, y y o-tocotrienol) (Figura 13). El término tocoferol es derivado del
griego tokosy phero, que significan nacimiento y traer, respectivamente (Bravo et
al., 1976; Bjagrneboe et al., 1990; Baracaldo et al,, 2004; Mustacich et al., 2007).
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CH, CHy; CH
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Ry
Rz 0
HO CHy CH; CH;j
R3

Estructura Tocotrienol

Figura 13. Estructura quimica del tocol y del tocotrienol. Tomado de
Bjorneboe et al,, 1990.

El a-tocoferol es la forma con actividad biolégica mas potente (100%) y
predomina en muchas especies, mostrando a nivel fisiolégico, mayor retencion en

membrana que cualquier otro vitamero (Figura 14) (Baracaldo et al., 2004).



Figura 14. Estructura quimica de la a-tocoferol. Tomado de Bjorneboe et al,
1990.

Las fuentes fundamentales de la VE son los aceites de soya, mani, algodon
y girasol; los guisantes secos como chicharos, garbanzos y lentejas; el trigo, la
avena y el arroz integral; la mantequilla y el huevo (Pita, 1997).

Es el antioxidante exégeno mas importante ya que tiene un papel protector
de las membranas bioldgicas, al evitar la LP o la formaciéon de productos toxicos
de oxidacion como los peréxidos de AGPI, ademas de tener también una funcién
como estabilizador del radical peroxil (Bravo et al, 1976; Aybek et al, 2007;
Shirpoor et al, 2007). Su estructura consta de dos partes primarias: un anillo
complejo y una larga cadena lateral saturada. Cada molécula de VE protege de la
oxidacion a 1,000 moléculas de acidos grasos interrumpiendo la reaccidén en
cadena de peroxidacion entre los acidos grasos al ceder un hidrégeno de su grupo
hidroxil en la posicion 6 del anillo (Figura 15), mientras que la posicion 2 de la
cadena facilita la incorporacion y retencion de la VE en las membranas biologicas
(Bjarneboe et al., 1990; Pita, 1997; Baracaldo et al., 2004).

El radical VE resultante (a-tocoferoxil) es estable, ya que el electron
desapareado del atomo de oxigeno en la posicion 6 puede ser relocalizado dentro
de la estructura del anillo aromatico (Burton e Ingold, 1981). El radical VE puede
ser regresado a su estado reducido normal por la vitamina C y el GPx (Figuras 16
y 17) (Bjarneboe et al., 1990; Pita, 1997; Baracaldo et al., 2004). Otros destinos



posibles del radical VE son la formacién del a-tocoferil quinona y la reaccién con

otro radical VE para formar un dimero (Bjarneboe et al., 1990).

LIPOPEROXIDACION
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Figura 15. Sitios de accion de la vitamina E en el proceso de lipoperoxidacion. La
vitamina E interrumpe este proceso en el paso de propagacion, evitando la
reaccion en cadena. Tomado de Bjorneboe et al., 1990.



Figura 16. Reduccién del radical de la vitamina E por el acido ascérbico. Tomado de Pita, 1997.



Figura 17. Reduccion del radical de la vitamina E por el glutatién peroxidasa. Tomado de Pita, 1997.

6.2.1. Metabolismo

La absorcién intestinal de la VE es relativamente pobre, se ingiere unida a
los lipidos de la dieta y sélo del 20 al 40 % de la dosis es absorbida. Su absorcién
es dependiente de la funcion pancreatica, secrecién biliar, formacion de micelas y
de su penetracion a través de la membrana intestinal por difusion pasiva (Bieri et
al., 1983; Bjarneboe et al., 1990; Pita, 1997).



La VE es transportada en la sangre asociada a lipoproteinas (Bjgrneboe et
al., 1990), por lo que su concentracion plasmatica depende en gran medida de los
niveles de lipidos plasmaticos. Los eritrocitos también parecen ser un transporte
importante ya que hay relativamente gran cantidad de la vitamina en sus
membranas, la cual se mantiene en equilibrio con la VE plasmatica (Pita, 1997).
La VE es distribuida entre la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y la
lipoproteina de alta densidad (HDL) en las ratas, mientras que en los humanos es
distribuida por la lipoproteina de baja densidad (LDL) (Bjarneboe et al., 1990).

La VE es acumulada lentamente por los tejidos; en términos de cantidad, el
tejido adiposo, el higado y el musculo estriado contienen mayor VE que el resto
(Bjgrneboe et al., 1990; Pita, 1997). El testiculo contiene menos cantidad de VE
por gramo de tejido que la mayoria de los otros 6rganos, lo cual podria contribuir
al principal signo de deficiencia de VE, falla reproductiva (Bjgrneboe et al., 1990).
Su retencion tisular depende de la proteina transportadora (PT) y de su actividad
biolégica. Se ha identificado una PT de VE en el higado; se trata de una proteina
ubicada en el citosol de las células y que transporta la vitamina hacia el interior de
las membranas. En el higado el 75 % de VE se localiza en las células
parenquimatosas, mientras que en el tejido adiposo la VE se encuentra en la masa
lipidica del adipocito, donde probablemente se mantiene para proteger de la
oxidaciéon a los AGPI almacenados (Traber et al., 1987; Bjgrneboe et al., 1990;
Pita, 1997; Mustacich et a/., 2007).

6.2.2. Antecedentes

Muchos estudios han empleado a la VE para contrarrestar o evitar el estrés
oxidativo y la LP en diversas patologias obteniendo resultados favorables. Se ha
utilizado para disminuir el daio provocado por los RL en la diabetes mellitus,
isquemia-reperfusién renal, intoxicacion por cadmio, tumores malignos, efectos de
la nicotina sobre el hueso, procesos degenerativos en el testiculo, modulacion de

las enzimas antioxidantes en Leydig tras exposicibn a la carbendazima,



intoxicacién cronica por hierro (Lomnitzki et al, 1990; Evangelou et al, 1997,
Lucesoli y Fraga, 1998; Oré et al, 2000; Linard et al., 2001; Luis et al, 2001;
Rhoden et al, 2001; Sen et al., 2004; Koyuturk et al., 2006; Aybek et al., 2007;
Norazllna et al., 2007; Rajeswary et al., 2007; Shirpoor et al., 2007; Uzunhisarcikli
et al., 2007; Acharya et al., 2008; Sena et al., 2008).

Debido a que la criptorquidia es considerada como una alteracion urogenital
frecuente en los mamiferos, que aumenta el riesgo a desarrollar CIS y seminomas,
asi como infertilidad en edad adulta debido al dafio generado por el estrés
oxidativo, aun cuando ha sido realizada la orquidopexia, y con base en las
caracteristicas de la VE como potente antioxidante; el presente estudio se basé en

los siguientes objetivos e hipotesis.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el papel de la VE en dos dosis diferentes (30 y 100 mg/kg de peso
corporal), en ratas neonatas con criptorquidia inguinal unilateral quirurgica y

posterior orquidopexia.

OBJETIVOS PARTICULARES
— Determinar la cantidad de especies reactivas de oxigeno en el testiculo de rata
al término del tratamiento con VE con la finalidad de evaluar el efecto protector

de ésta en la criptorquidia.

— Evaluar la histologia testicular, mediante la determinacion del area, grado de
maduracién e histopatologia de diferentes tubulos seminiferos al término del
tratamiento con VE en el testiculo criptorquidico de rata y en el testiculo con

criptorquidia corregida y VE.

— Evaluar la muerte celular por apoptosis en los diferentes tubulos seminiferos al
término del tratamiento con VE en el testiculo criptorquidico de rata y en el

testiculo con criptorquidia corregida y VE.



— Determinar la proliferacion celular en los diferentes tubulos seminiferos al
término del tratamiento con VE en el testiculo criptorquidico de rata y en el

testiculo con criptorquidia corregida y VE.

— Valorar la fertilidad del testiculo con criptorquidia corregida y tratado con VE.

HIPOTESIS

Si los danos observados en el testiculo criptorquidico son provocados por la
produccion de radicales libres, la administracién de VE en el animal criptorquidico
permitira mantener a las células germinales viables posterior a la orquidopexia en

las ratas macho empleadas como modelo.



MATERIAL Y METODOS

1. Animales

Se emplearon 42 ratas macho clinicamente sanas con un estado
microbiolégico de tipo convencional de la cepa Wistar de 10 dias de edad
producidas en el bioterio del Instituto Nacional de Pediatria, las cuales fueron
destetadas a los 21 dias de edad vy colocadas en cajas individuales. Se alojaron
bajo un ciclo normal de 12 horas luz-12 horas oscuridad, con una humedad vy
temperatura conocida, 50% y 20° C, agua y alimento para roedores en pellet a
libre demanda. Todos los tratamientos y procedimientos fueron realizados de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-200-1999 y segun el reglamento
interno del Instituto Nacional de Pediatria.

Los animales fueron distribuidos en 7 grupos de 6 ratas cada uno. A 3
grupos se les indujo criptorquidia unilateral a los 10 dias de edad por un método
quirargico (Shono et al.,, 1996). La administracion de VE (a-tocoferol, SIGMA) o de
vehiculo, propilenglicol (SIGMA), se realizdé diariamente durante 15 dias a partir
del dia 25 de edad por via intraperitoneal (Rhoden et al, 2001; Acharya et al/.,
2008; Vigueras et al., 2009). A la mitad de los animales de cada grupo se les
practicd la eutanasia a los 40 dias de edad a través de una sobredosis de
pentobarbital (120 mg/kg) (Pfizer), a los cuales se les determiné las ERO, la
histologia testicular, la proliferacion y la apoptosis. Al resto se le realizé la
orquidopexia y orquiectomia del testiculo contralateral a los 41 dias de edad, se
evaluod la fertilidad a los 90 dias y se les practico la eutanasia a los 120 dias de
edad para evaluar el testiculo a excepciéon de las ERO. Los grupos y los
procedimientos correspondientes fueron dispuestos de la siguiente forma: (1)
animales control sano sin procedimiento quirurgico ni farmacolégico; (2) animales
con manipulacion quirurgica y administracion de 30 mg/kg de peso corporal de VE;
(3) animales con manipulacion quirurgica y administracion de 100 mg/kg de peso

corporal de VE; (4) animales con manipulacién quirdrgica y administracién de



propilenglicol; (5) animales con criptorquidia experimental y administracion de 30
mg/kg de peso corporal de VE; (6) animales con criptorquidia experimental y
administracion de 100 mg/kg de peso corporal de VE, y; (7) animales con

criptorquidia experimental y administracion de propilenglicol (Figura 18).

2. Procedimiento para inducir criptorquidia

Se realizé la técnica quirurgica descrita por Shono et al. (1996) para inducir
criptorquidia unilateral del testiculo izquierdo, la cual consiste en la exposicion del
gubernaculo a través de una incision inguinal transversa, fijandolo a la fascia de la
ingle con sutura de prolene 6-0. Posteriormente, se suturdé en un solo plano la
incisién realizada.

En este y todos los procedimientos quirurgicos se empled cloruro de
benzalconio al 40% como antiséptico, hidrocloruro de xylacina (10mg/kg) (Bayer) y
ketamina (80mg/kg) (CPMax), asi como dipirona (5mg/kg) (Tornel) via

intramuscular como manejo de anestesia y analgesia.

3. Procedimiento de orquidopexia y orquiectomia

Previa antisepsia de la region abdominal e inguinal, se efectué una incision
inguinal transversa de aproximadamente 3 cm en piel y tejido subcutaneo. Se
identificd el testiculo criptorquidico, ubicado en la regidn inguinal, se diseco y se
coloco un punto de sutura con prolene 6-0 en la tunica vaginal del polo inferior
fijandolo al tejido intertegumentario, subcutaneo y fascia del escroto del lado
correspondiente. Una vez corroborada la permanencia del testiculo en la bolsa
escrotal, se suturd la incision realizada en un plano con prolene 6-0.

En el caso de la orquiectomia del testiculo contralateral, se realizé una
incision de la piel, tejido subcutaneo y fascia del escroto, permitiendo visualizar la
tunica vaginal. Se efectud la técnica abierta, por lo que se incidié la tunica, ligando
el paquete vascular y el cordon espermatico. Se suturd la tunica y posteriormente

la fascia, tejido subcutaneo y piel en un solo plano con prolene 6-0.



4. Fertilidad
La fertilidad se evalu6 colocando a cada macho, de los diferentes grupos
experimentales, con 3 hembras fértiles durante dos ciclos estrales. Se evalué el

numero de hembras prefiadas y el numero de crios sanos por macho.

5. Procesamiento del material bioldgico

A los animales se les practico la eutanasia con una sobredosis de
pentobarbital sédico (120 mg/kg) (Pfizer) previa sedacion con hidrocloruro de
xylacina (10mg/kg) (Bayer). Los testiculos (el izquierdo, en el caso de los animales
con orquidopexia y orquiectomia) se disecaron, pesaron y se lavaron con solucién
salina (0.9% NaCl) a través de la arteria espermatica. Se retird la tunica vaginal y
cada testiculo se cort6 a lo largo en dos partes. Para la determinacién de ERO, se
colocd la mitad de cada testiculo en hielo, mientras que para el resto de la
evaluacion testicular, una cuarta parte fue fijada en Karnovsky durante 18 horas y
procesada para su inclusion en EPON (Pelco, USA); la parte restante de la
muestra, fue fijada en paraformaldehido al 4% (SIGMA, México) durante 18 horas

y procesada para su inclusion en parafina.

6. Especies reactivas de oxigeno

La formacion de ERO fue estimada de acuerdo a reportes previos (Pérez-
Severiano et al., 2004) con pequefas modificaciones para adaptar el método a la
homogenizacion testicular. Las muestras de tejido testicular fueron
homogeneizadas en 1.5 ml de solucién salina (0.9% NaCl). Alicuotas con 100 pl
de cada muestra fueron incubadas con 1850 pl de tris-HCI-HEPES (18:1) (SIGMA,
México) y con 50 pl de 5 uM diacetato de diclorofluorosceina (DCF-DA)
(Investigacion Molecular, OR, USA) a 37° C durante 60 minutos. Se montaron 200
Ml de cada mezcla en dos pozos y se midieron las sefiales de fluorescencia a los
15 minutos y al término de la incubacidon a una longitud de onda de excitacion de
485 nm y a una longitud de onda de emision de 535 nm en un espectrofluorémetro
(Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter, programa Wallac 1420 Manager). Se



construyd una curva estandar utilizando concentraciones crecientes de DCF-DA
incubado a la par. Las concentraciones de proteina fueron medidas de acuerdo al
método descrito por Lowry et al. (1951) y los resultados fueron expresados como

pM de DCF/mg de proteina/ml.

7. Analisis histoldgico: indice histopatoldgico, de maduracion y area epitelial

Se obtuvieron cortes semifinos de EPON de 1 um de grosor, tefiidos con
azul de toluidina al 0.5% (SIGMA, México) y montados en un porta objetos. El
analisis histologico se realizoé utilizando un microscopio optico. Por cada animal se
observaron de 20 a 30 secciones transversales de tubos seminiferos.

El indice histopatolégico (IH) se determind mediante una escala de
cuantificacion otorgando un valor segun el dafio (0 a 6) (Tabla 3), en donde el
valor va aumentando conforme la alteracion histolégica es mas severa y, mediante
la sumatoria de dano por tubo (Vigueras et al., 2009). La determinacién del indice
de maduracion del epitelio seminifero (IM), se basd en el indice de Johnsen
(1970), el cual determina el grado de maduracion de la espermatogénesis
(Tabla 4), otorgando una valor, en donde 10 corresponde a una espermatogénesis
completa y 1 a la ausencia de células en el tubulo seminifero.

La determinacion del area del epitelio seminifero (AES) se realiz6 mediante
un sistema de analisis de imagenes (Image-Pro Plus 5.1, USA) evaluando

Unicamente cortes transversales.

8. Apoptosis celular

La muerte celular por apoptosis se determind mediante la técnica de
TUNEL (/n Situ Cell Death Detection Kit). Se realizaron cortes de parafina de 4
MM de grosor, colocandose en portaobjetos previamente cubiertos con poly-L-
lisina (SIGMA, México). Las laminillas fueron desparafinadas e hidratadas en
alcoholes graduales. Para lograr la identificacién de las células germinales, las
laminillas se lavaron con la solucién balanceada de Hanks (GIBCO, NY, USA) y se

incubaron con DAPI (SIGMA, México) en una concentraciéon de 1ug/ml,



posteriormente se les colocdé una solucion de bloqueo de H;O, al 0.3% en
metanol. Se lavaron con una solucion de fosfatos 0.1 M (PBS) (J.T. Baker) e
incubaron en una solucién permeabilizadora de Triton X-100 al 0.1% (SIGMA-
Aldrich, St. Louis Mo, USA). Posteriormente se lavaron con PBS e incubaron en la
solucién de TUNEL (Roche Diagnostic Corporation, USA). A la par se incubd un
control positivo utilizando DNAsa. Se lavaron con PBS y se montaron con medio
de fluorescencia (DAKO, USA, Fluorescent Mounting Medium). El indice de
apoptosis (IA) se determind en cortes transversales considerando el numero de
células positivas con relacion a la poblacion total de las células por tubo

seminifero. Se contaron al menos 20 tubos seminiferos por animal.

9. Proliferacion celular

Se realizaron cortes de 4 um de grosor de testiculo en parafina, que fueron
colocados en laminillas con poly-L-lisina (SIGMA, México). Las laminillas se
desparafinaron e hidrataron. La actividad de la peroxidasa enddégena fue
bloqueada con H;O, al 1% en metanol durante 30 minutos, al término, se
realizaron lavados en agua destilada. Las laminillas se incubaron en solucion de
Triton X-100 al 0.1% durante 10 minutos, se bloquearon con albumina sérica
bovina al 1% (Amershan Biosciences, Buckingham, UK) en PBS durante 2 horas y
se incubaron 18 horas con el anticuerpo primario policlonal producido en conejo
anti-histona-H3 sulfatado (Upstate, USA) (1:1000). Posteriormente se lavd con
PBS y se incubd con el anticuerpo anti-conejo IgG conjugado con HRP (Santa
Cruz, Biotechnology, USA) durante 2 horas. Las laminillas fueron lavadas en PBS
y reveladas con diaminobencidina (DAKO, USA) durante 6 minutos haciendo
evidente los sitios de unién del anticuerpo. Por ultimo, fueron contrastadas con H-
E, deshidratadas, aclaradas y montadas. Todas las incubaciones se realizaron en
una camara humeda a temperatura ambiente.

Se determind el indice de proliferacion celular (IP) de acuerdo al numero de

células positivas al anticuerpo anti-histona-H3 con relacién al numero total de



células en tubos seminiferos cortados transversalmente. Se contaron al menos 20

tubos por animal.

10.  Analisis estadistico

Todas las variables con distribucion normal fueron analizados mediante la
prueba de ANOVA (SPSS 15.0, 2006 para Windows®) seguida por la prueba de
Tukey. Las variables con una distribucién diferente a la normal fueron analizadas a
través de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (JMP V7.0 SAS /nstitute)
considerando una p<0.05 como diferencia significativa. Los datos fueron

expresados como la media % error estandar.



RESULTADOS

1. Resultados de 40 dias de edad
1.1.  Peso testicular en relacion al peso corporal

A los 40 dias de edad sélo se encontro diferencia significativa (p<0.05) en el
grupo con criptorquidia y tratamiento de VE a una dosis de 30 mg/kg, en donde el

peso del testiculo disminuyé a 0.28% al compararlo con el grupo control sano
(Tabla 5) (Figura 19).

1.2. Especies reactivas de oxigeno

En el testiculo sano se encontré 3.00 £ 0.19 pM de DCF/mg de proteina/ml
de ERO, el valor encontrado en el testiculo criptorquidico fue mayor pero sin ser
significativo y disminuyé con la administracion de VE a una dosis de 30 mg/kg. Sin
embargo, se encontr6 un aumento significativamente de 55% en el testiculo
criptorquidico de los animales tratados con 100 mg/kg de VE con respecto al
control sano. Los resultados encontrados en los demas grupos se encuentran en

la tabla 6 y figura 20.

1.3. Analisis histoldgico: indice histopatoldgico, de maduracion y area epitelial

La tabla 7 muestra los resultados encontrados en el analisis histologico en
donde se observa que el testiculo criptorquidico mostré un inadecuado IH, IM vy
AES en comparacion con el testiculo sano (p<0.05). Entre las alteraciones
histolégicas observadas en los testiculos criptorquidicos se encuentran
principalmente el plegamiento de la lamina basal, vacuolas, picnosis y la presencia
de sincicios. Al administrar VE a una dosis de 100 mg/kg, tanto el IM como el IH se
vieron favorecidos (p<0.05) en comparacién con el grupo criptorquidia pero sin
alcanzar los valores encontrados en el testiculo sano. En cuanto a los grupos de
manipulacion, los resultados fueron los esperados y se observé que la VE por si
misma no tienen un efecto negativo sobre la maduracion de las células

germinales, el AES y las alteraciones a nivel histolégico, excepto cuando se



administré a una dosis de 100 mg/kg, observandose una diminucion en el IM, pero
un favorecido aumento en el AES (p<0.05) (Figuras 21, 22, 23 y 27).

1.4. Apoptosis

La evaluacion de la muerte por apoptosis de las células germinales a los 40
dias de edad mostré un aumento estadisticamente significativo en el testiculo
criptorquidico en comparacién con el testiculo sano. Sin embargo, al administrar
VE a una dosis de 30 mg/kg el indice de apoptosis disminuy6é (p<0.05) sin

alcanzar el valor del testiculo sano (Tabla 8) (Figuras 24 y 29).

1.5. Proliferacion
En el IP no se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos
(Tabla 8) (Figuras 25y 31).

2. Resultados de 120 dias de edad
2.1. Peso testicular en relacion al peso corporal

A largo plazo, el peso del testiculo en proporcién al peso corporal fue
estadisticamente similar entre los grupos en comparacion con el control sano, a
excepcion del grupo con criptorquidia y orquidopexia, en donde disminuyd. No
obstante, el peso del testiculo se vio favorecido al administrarse una dosis de 100
mg/kg de VE, al aumentar a 0.36% con una p<0.05 (Tabla 5) (Figura 19).

2.2. Fertilidad

Se observd que el grupo control sano tuvo una adecuada fertilidad, sin
embargo, en el grupo con criptorquidia corregida ésta fue menor, observandose
una mejoria al dar un tratamiento con VE una dosis de 100 mg/kg.

Ademas de lo anterior, se determin6é el numero de crias nacidas vivas y
sanas en cada grupo experimental, por lo que para el grupo control sano fue de
12.33 + 0.71 crias, disminuyendo en el grupo con criptorquidia corregida sin

tratamiento y aumentando en los grupos con criptorquidia corregida y



administracion de VE. Se observé que al administrar 30 mg/kg de vitamina E la
media en el numero de crias aumentd en un 814.28%, mientras que al administrar
este antioxidante a una dosis de 100 mg/kg la fertilidad medida por el numero de
crias aumentdé en un 951.78% con respecto al grupo con criptorquidia sin
tratamiento (p<0.05) (Tabla 9) (Figura 26).

3. Analisis histolégico: indice histopatolégico, de maduracién y area epitelial

A largo plazo, el grupo control sano mostré una espermatogénesis completa
con gran cantidad de espermatozoides. Al analisis del testiculo con criptorquidia y
orquidopexia se observo que el IM y el AES fueron menores (p<0.05) al
compararse con el sano, mientras que el IH aumentd, observandose la presencia
de las mismas alteraciones histologicas que a los 40 dias de edad.

Al administrarse VE en ambas dosis el IM fue de 10 y el AES aumento
(p<0.05), mientras que el IH tuvo una disminucién significativa. Sin embargo, no se
alcanzaron los valores obtenidos en el grupo control sano (Tabla 7) (Figuras 21,
22,23y 28).

En el grupo con criptorquidia corregida y sin tratamiento con VE se

observaron tubulos seminiferos con dafo permanente (Figura 28)

4. Apoptosis

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en el IA en donde se
observé un valor significativamente mayor en el testiculo con criptorquidia
corregida en comparacion con el testiculo sano (p<0.05), asi como el efecto
protector de la VE en ambas dosis disminuyendo significativamente el |1A en el
testiculo con criptorquidia corregida alcanzando los niveles del testiculo sano
(Figuras 24 y 30).

5. Proliferacion
En el IP no hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos. Aun

asi, se observd una tendencia a la disminucidon en la cantidad de células en



proliferacion en el testiculo con criptorquidia corregida en comparacién con el
testiculo sano y una tendencia al aumento en los testiculos con criptorquidia

corregida y tratamiento con VE en ambas dosis (Tabla 8) (Figuras 25 y 32).



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Existe evidencia suficiente en el humano y modelos animales, como la rata,
que indica los efectos adversos del incremento de la temperatura sobre la
espermatogénesis (Thonneau et al., 1996; Bujan et al., 2000; Schoor et al., 2001;
Jung et al., 2005; Ivell, 2007; Hughes y Acerini, 2008). Esto involucra al estrés
oxidativo, la lipoperoxidacion y la apoptosis de las células germinales como
causantes de los problemas de fertilidad en la edad adulta, como ocurre en la
criptorquidia (Shikone et al., 1994; Peltola et al., 1995; Ikeda et al., 1999; Kumagai
et al., 2002; DeFoor et al., 2004; Smith et al, 2007); lo cual fue confirmado por
este estudio.

Se han realizado intentos para disminuir el dafo producido por los radicales
libres en la criptorquidia (Kumagai et al., 2002; DeFoor et al., 2004; Vigueras et al.,
2009). Sin embargo, ninguno ha empleado a la VE, un potente antioxidante, como
tratamiento en la criptorquidia. Debido a esto, en este estudio se analiz6 el efecto
antioxidante de la VE como tratamiento de la criptorquidia previo a la orquidopexia.
Los datos obtenidos en este trabajo indican que la VE disminuye los dafos en el
testiculo criptorquidico provocados por la produccién de radicales libres, ya que la
VE logré disminuir la muerte por apoptosis y los dafios histolégicos en las células
germinales, asi como aumento el grado de maduracion del epitelio seminifero y el
area epitelial posterior a la orquidopexia. Esto posiblemente se debi6 a que la VE
disminuye el proceso de lipoperoxidacion (cede un hidrégeno del grupo hidroxilo
en la posicion 6 de su anillo), asi como a su habilidad para estabilizar a los
radicales producidos durante este proceso disminuyendo asi las ERO vy el dafio
histologico, conservando la espermatogénesis como se ha reportado en estudios
previos, en donde se ha observado que la VE disminuye el proceso de oxidacion
dentro del testiculo cuando éste es dafiado por algunos metales y sustancias
téxicas (ver figura 15) (Lomnitski et a/, 1991; Lucesoli y Fraga, 1999; Oré et al,
2000; Luis et al, 2001; Sen et al, 2004; Jedlinska-Krakowska et al., 2006;



Koyuturk et al, 2006; Shirpoor et al, 2007; Acharya et al., 2008; Sena et al.,
2008).

En este trabajo, aunque el grupo con criptorquidia no presentd diferencia
significativa con el grupo control sano en la produccion de ERO, si se observé una
tendencia a la alza con un incremento de 27.66%. En el grupo con criptorquidia y
VE a una dosis de 30 mg/kg se presentd una reduccion en la cuantificacién de
ERO, ello aun no habiéndose realizado la orquidopexia, mostrando el efecto
antioxidante de la VE como lo indica Pita (1997). Esta idea es reforzada por los
datos mostrados en los grupos de manipulacion con administracion de VE
indicando una disminucion significativa en la cantidad de ERO en comparacion
con los testiculos sanos. Sin embargo, al administrar una dosis de 100 mg/kg de
VE las ERO se elevaron significativamente al compararse con el testiculo sano.
Tal vez esta situacion pudo deberse a una saturacion del sistema de regeneracion
de ésta; la VE al ceder un hidrogeno se oxida dando origen a un nuevo radical
libre estable (Burton e Ingold, 1981), sin embargo, la reduccion o regeneracion de
la VE es realizada por el acido ascérbico y el glutatiéon peroxidasa (Pita, 1997).
Esta Ultima enzima antioxidante se ve disminuida en la criptorquidia (Bauché et a/.,
1994), por lo que posiblemente con el empleo de esta dosis de VE hubo una
acumulacion del radical VE al haber menos enzimas que lo reducen,
presentandose el aumento en la cantidad de radicales libres (Setiadi et al., 2003).

El hecho de que la VE protegi6 a las células germinales del estrés oxidativo,
como lo reportan Aybek et al., (2007), se manifiesta por las observaciones a los 40
dias de edad donde se presentd disminucién en el IA asi como en el IH, ello aun
en los testiculos sometidos a estrés calorico y por lo tanto a estrés oxidativo. Los
demas parametros evaluados no difirieron de los encontrados en el testiculo sin
tratamiento con VE, esto se debi6 a que el testiculo aun se encontraba
criptorquidico. Sin embargo, la proteccién por parte de la VE se hizo evidente a los
120 dias de edad en la morfologia testicular y la apoptosis (p<0.05).

La disminucion en la muerte celular por apoptosis por la administracion de

VE, se debid posiblemente a que bajo la produccién de ON, el cual ha sido



amplificado en el dafo testicular al interaccionar con el O,” y formar el ONOO,
activa la muerte programada como lo mencionan en su estudio lkeda et a/., (1999)
y Zini et al., (1999), quienes localizaron éxido nitrico sintasa tipo endotelial en las
células degeneradas por la criptorquidia. Se ha sefalado que probablemente el
ON active la via intrinseca de la apoptosis a través de la familia Bcl-2 o el gen p53
al liberar el citocromo c tras un dafio en el ADN o la membrana mitocondrial
(Briine et al., 1998; Chae et al., 2004; Oktem et al., 2009).

Posiblemente, la combinacién de VE y la orquidopexia permitidé que en los
testiculos de estos animales se observaran espermatozoides, debido a que las
espermatogonias Ad fueron protegidas del estrés oxidativo y de la LPO, por lo que
continuaron su desarrollo. Por otra parte, los espermatocitos, los cuales son
vulnerables a la apoptosis en la criptorquidia (Vigueras et al, 2009) también
pudieron continuar la meiosis y la espermatogénesis.

Aunque el IP no mostré diferencias significativas en las comparaciones
realizadas entre los grupos de este estudio, en el grupo con testiculo criptorquidico
y aun cuando se realizé la orquidopexia, hubo una tendencia a que disminuyera el
namero de células en proliferacion. Datos similares fueron reportados en un
estudio previo, en donde se observé una disminucion en la proliferacion de células
germinales en humanos con criptorquidia (Ofordeme et a/., 2005). Existe literatura
que reporta que la VE posee un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de ciertas
lineas celulares como fibroblastos, células musculares lisas, el epitelio pigmentario
de la retina, células neuroepiteliales retinianas, entre otras (Chatelain et a/., 1993;
Mojon et al., 1994; Haas et al., 1996), esto a través de un efecto antiproliferativo
mediado por un mecanismo no antioxidante (Boscoboinik et al., 1991; Azzi et al.,
1993). Sin embargo, poco se conoce al respecto. En este estudio, contrariamente,
la administracion de VE aument6 la proliferacion de las células germinales,
aunque los datos no fueron significativos, esto fue confirmado por el aumento en el
AES.



Histologicamente se ha mostrado que los testiculos criptorquidicos
presentan una falla en la maduracién de los gonocitos y que pocas células
germinales permanecen después del primer afio de vida en humanos,
disminuyendo todavia mas el nivel de éstas después de los dos afios (Hedinger,
1982; Huff et al, 1989). Con respecto a esto, Steinberger y Dixon (1959)
encontraron que el epitelio seminifero expuesto a 45° C presenta pérdida de
células germinales, que las células espermatidas coalescen formando células
gigantes multinucleadas (sincicio), que mientras llevan a cabo la primera divisioén
hay destruccién de la cromatina en los espermatocitos primarios y que hay
presencia de células con picnosis, especialmente los espermatocitos primarios
recién formados. Ademas, observaron desorganizacion celular en los tubulos
seminiferos. Los resultados de este estudio apoyan lo anterior, ya que en el
analisis morfologico del testiculo criptorquidico se encontrd picnosis y sincicios,
ademas de plegamiento de la lamina basal, vacuolas, descamacion y desorden
celular. Ademas, en otro estudio realizado por Brehm y Stergerk (2005), se
menciond una patologia comun en la criptorquidia, la aplasia de células
germinales, en donde sélo se observaba la presencia de células de Sertoli en los
tubulos seminiferos. Esto fue confirmado por este estudio, ya que algunos tubulos
del testiculo criptorquidico aun con orquidopexia y sin tratamiento con VE
presentaban tal alteracion. Tal parece que los tubulos seminiferos responden de
diferente forma ya que en un mismo testiculo se logré observar tubos con
diferentes grados de dafio.

Estas alteraciones posiblemente puedan deberse a falta de estimulacion
hormonal lo que resultaria también en la falla de la transformacion de los
gonocitos en espermatogonias con la subsecuente degeneracion de las células
germinales via apoptosis (Hadziselimovic et al., 1987; Bolton et al., 1989; Raivio et
al., 2003), o como anteriormente se menciond, también debido al estrés caldrico y
oxidativo (Steinberger y Dixon, 1959; Ofordeme et al., 2005).

En este trabajo al administrar VE a las dosis de 30 y 100 mg/kg, como

tratamiento pre-quirdrgico, los animales presentaron una espermatogénesis



completa en el testiculo que fue criptorquidico, una disminucion en las alteraciones
morfolégicas y un aumento en el AES, sin alcanzar en éstos dos ultimos
parametros los resultados arrojados por los testiculos sanos. Posiblemente, esto
se debe a que los espermatocitos y espermatidas son las células germinales mas
vulnerables al dafio por los radicales libres ya que aunque son capaces de
convertir O," a H,0,, presentan dificultad para metabolizar el H,O,, por lo que se
satura su sistema protector contra el peréxido y éste se convierte a radicales OH’,
que son altamente toxicos (Bauché et al/, 1994). Por otra parte, se sugiere una
continuacion del tratamiento con VE después de la orquidopexia, lo cual podria
disminuir aun mas los dafnos en el testiculo y probablemente asi, alcanzar los
valores de uno sano.

En este estudio la tendencia a disminuir las ERO por parte de la VE,
provocd una disminucion del IH y del IA, lo que aumentd el numero de células
germinales viables, lo que a su vez se vio reflejado en el aumento del AES y el IM,
esto permite proponerla como una posible solucion a la principal consecuencia de
la criptorquidia, ademas de ofrecer un nuevo manejo de esta patologia y no solo
utilizar a la orquidopexia como tratamiento unico.

Posiblemente, la evaluacion de la fertilidad en este estudio se vio afectada
por la movilizacion obligada de los animales a un bioterio provisional, ya que el
bioterio del Instituto Nacional de Pediatria fue remodelado durante esta parte del
estudio. Por tal motivo, el numero de hembras gestantes asi como el numero de
crias se encontraron severamente disminuidos en varios grupos experimentales. A
pesar de esto, la fertilidad del testiculo criptorquidico es afectada en un futuro, aun
con el procedimiento de orquidopexia, ya que el numero de crias procreadas
descendio significativamente en comparacion con un testiculo sano.

Asi, aunque el numero de crias en el grupo con criptorquidia corregida y
tratamiento con VE no mejor¢ significativamente al compararse con el grupo sin
tratamiento, el incremento en la progenie cuando se administré una dosis de 30
mg/kg fue de 814.28 % y de 951.78 % para una dosis de 100 mg/kg con respecto

al grupo no tratado. Ademas, cabe mencionar que el numero de hembras



prefadas por animales con criptorquidia corregida y tratamiento con VE a una
dosis de 100 mg/kg fue de 5 en comparacion con los animales que no recibieron
tratamiento, que fue de 2 hembras.

Por ultimo, se confirmd que la orquidopexia por si misma no es suficiente
para restaurar la espermatogénesis como lo mencion6 Hadziselimovic (2008) y

conseguir una fertilidad exitosa en la edad adulta del individuo.

Conclusiones:

— Este estudio ofrece informacion que puede ser utilizada para emplear
nuevos tratamientos con antioxidantes, especialmente la VE, en conjunto
con el tratamiento quirdrgico para disminuir los dafos causados por la

criptorquidia.
— La orquidopexia, por si misma, no restablece la fertilidad.

— La administracion de VE como tratamiento previo a la orquidopexia,
especialmente a una dosis de 30 mg/kg, protege al testiculo criptorquidico
del dafio provocado por los radicales libres, reduciendo las alteraciones

histologicas y la apoptosis.

— El tratamiento con VE, previo a la orquidopexia, permite que se complete la
espermatogénesis en los diferentes tubulos seminiferos y favorece la
fertilidad.
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ANEXO |

Tabla 3. Escala de cuantificacién del indice histopatolégico.
Tomado de Vigueras et al., 2009.

Alteraciones histolégicas Puntaje
a) Plegamiento de lamina basal 1
b) Descamacion celular 1
c) Vacuolizacion epitelial 2
d) Sincicio celular 2
e) Picnosis 2
f) Tubos sin espermatidas 3
g) Tubos sin espermatocitos 4
h) Tubos sin espermatogonias 5
i) Ausencia de todo tipo celular 6

Tabla 4. Valoracién del grado de maduracion del epitelio seminifero. Basado en Johnsen, 1970.

Puntaje Maduracion
10 Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides.
9 Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5 por tubo).
8 No hay espermatozoides maduros, presencia de espermatidas maduras en diferenciacion.
7 Gran cantidad de espermatidas sin algun signo de diferenciacion.
6 Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo).
5 Gran cantidad de espermatocitos presentes.
4 Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).
3 Presencia unicamente de espermatogonias.
2 No hay células germinales, solo estan presentes las células de Sertoli.
1 No hay células en el tubo seminifero.




Tabla 5. Peso del testiculo en relacion al peso corporal de rata.

40 dias de edad 120 dias de edad
Peso corporal P{aso de gilt?g{;‘?g-z :zg Peso corporal Pc:;-so de Zilgg{%_g ggg

Grupo (9.) testiculo (g.) corporal (%) (9.) testiculo (g.) corporal (%)
Control sano 20833:491 094003 0.45 £ 0.01 52696+31.06  1.92+0.06 0.37 £ 0.01
Criptorquidia y vehiculo 197.00 + 2.52 0.64 £ 0.04 0.32 £ 0.02 556.00+11.59  1.44+0.12 0.26 +0.02°
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg) 199.00 + 2.65 0.56 + 0.02 0.28 £ 0.01° 483.50£4550  1.60 £ 0.07 0.33 4 0,02
Criptorquidia y vitamina E (100 mo/kg) 475 334 1041 056+0.07 0.32 +0.02 497.67+895  179+0.10 0.36 £ 0.02°
Manipulacion y vehiculo 176.67£578  0.79+0.07 0.45 £ 0.05 440.67£2866  1.72:0.11 0.39 £ 0.01
Manipulacion y vitamina E (30 mg/ka) 469674500 0.7 +0.01 0.45 £ 0.01 491.33£1431  1.80£0.03 0.37 £ 0.01
Manipulacion y vitamina E (100 mg/kg) 15900+ 1150  0.85+0.09 0.54 % 0.05 597.33£1310  1.96+0.05 0.33 4 0.01

Se realizaron comparaciones entre los diferentes grupos como se indica a continuacién: a. Control sano vs Manipulacién, b. Control sano vs Criptorquidia y
vehiculo, c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa que a los 120 dias de edad el grupo con criptorquidia presenta una disminucion en el peso testicular con
respecto al grupo control sano, el peso testicular aumenté significativamente al administrar vitamina E a una dosis de 100 mg/kg de peso corporal. Los valores se

presentan como media * error estandar, p<0.05.



Tabla 6. Cantidad de especies reactivas de oxigeno encontradas
en testiculo de rata a los 40 dias de edad.

Grupo pM de DCF /mg de proteina / ml
Control sano 3.00+0.19
Criptorquidia y vehiculo 3.83+0.38
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg) 3.63+0.24
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg) 465+0.57°
Manipulacién y vehiculo 2.83+0.20
Manipulacion y vitamina E (30 mg/kg) 1.01+0.13%
Manipulacion y vitamina E (100 mg/kg) 1.25+0.21%

Se realizaron comparaciones entre los grupos como se indica a continuaciéon: a. Control sano vs
Manipulacién, b. Control sano vs Criptorquidia y vehiculo, c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y
vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa que en los grupos con manipulacion y administracion
de vitamina E hay una disminucion significativa en la cantidad de especies reactivas de oxigeno en
comparacion con el grupo control sano, sin embargo al administrarse una dosis de 100 mg/kg de vitamina
E en el grupo con criptorquidia aumento la cantidad de estos radicales libres, Los valores se presentan
como media * error estandar, p<0.05.



Tabla 7. indice histopatolégico, de maduracion (Johnsen) y area epitelial en testiculo de rata.

40 dias de edad

120 dias de edad

indice de indice Area epitelial indice de indice Area epitelial
Grupo maduracion histopatolégico maduracién histopatolégico
(um?) (um’)

Control sano 9.83+0.05 3.78+0.14 42.08 x 10° + 868.27 10 2.47 £0.10 83.36 x 10° £ 1507.72

b b 3 b b b 3 b
Criptorquidia y vehiculo 5.32 1 0.06 7.580.21 3450 x 10° £892.56°  8.43+0.38°  4.90%0.24 48.05 x 10° £ 2785.53
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg) 510+ 0.05%  7.77+023%  31.13 x 10 + 8094.79 10° 336+0.157° 7413 x 10° + 1587.26°¢
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg) 563 +0.12°  6.76 £+0.18%°  29.41 x 10° + 763.86"° 10° 341+0.13°°  62.29x10° £ 1669.11°°
Manipulacion y vehiculo 0494012 33540415 3880 x 10° +523.43 9944003  3.86%0.14° 66.04 x 10° + 1441.76°
Manipulacion y vitamina B (30 mg/kg) 9361014 3442017  41.24x10°:204477  097+003  381%012°  70.06x10°+1510.99°
Manipulacion y vitamina E (100 mg/kd)  922+0.16%  371+016  47.04x10° + 1081.73 10.00 3.02+0.11° 73.43 x 10° £ 1651.73°

Se realizaron comparaciones entre los grupos como se indica a continuacion: a. Control sano vs Manipulacion, b. Control sano vs Criptorquidia y vehiculo,
c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y
vitamina E (100 mg/kg). Se observa una disminucion del indice de maduracion y el area epitelial, asi como un aumento en las alteraciones histolégicas en el grupo
con criptorquidia y vehiculo tanto a los 40 dias como a los 120. En los grupos con criptorquidia tratados con vitamina E se alcanzan los valores del grupos control

sano a los 120 dias. Los valores se presentan como media + error estandar, p<0.05.



Tabla 8. Apoptosis y proliferacion en testiculo de rata.

40 dias de edad 120 dias de edad
Grupo Apoptosis Proliferacion Apoptosis Proliferacion
(%) (%) (%) (%)

Control sano 1.55+0.13 8.74+1.48 0.98+0.13 11.55 + 1.54
Criptorquidia y vehiculo 10.12 £ 1.04° 5.44 + 051 2.99 +0.26° 7574094
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg) 5.88 +0.70%¢ 8.00 +0.84 118 +0.16° 8.97 +1.15
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg) 9.03 +0.99° 9.96 + 0.85 1.66 +0.20° 11.70 + 1.34
Manipulacion y vehiculo 111+ 0.07 12.58 + 1.80 119+ 0.12 10.70 £ 1.68
Manipulacién y vitamina E (30 mg/kg) 133+0.11 8.91+1.50 1.08 +0.11 12.47 + 1.21
Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg) 0.99 £ 0.14 12.66 + 1.69 0.54 £ 0.04 13.87 £ 1.23

Se realizaron comparaciones entre los grupos como se indica a continuacion: a. Control sano vs Manipulacién, b. Control
sano vs Criptorquidia y vehiculo, c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa un aumento
significativo en la apoptosis del grupo con criptorquidia al compararse con el grupo control sano tanto a los 40 dias de edad
como a los 120. Al administrarse vitamina E se disminuye la apoptosis alcanzando los valores del grupo control sano a los
120 dias de edad. No se observaron diferencias significativas entre los grupos en la proliferacién celular. Los valores se

presentan como media # error estandar, p<0.05.

Tabla 9. Numero de crias nacidas vivas y sanas obtenidas en la
prueba de fertilidad de rata de 120 dias de edad.

Numero de Nuamero de hembras
Grupo crias prefiadas 9/9
Control sano 12.33+£0.71 9/9
Criptorquidia y vehiculo 0.56 + 0.38° 2/9
Criptorquidia y vitamina E (30 456 +2.13% 4/9
Criptorquidia y vitamina E (100 533 +6.08° 5/9
Manipulacion y vehiculo 156 + 1.56° 1/9
Manipulacion y vitamina E (30 6.33 £ 1.85 6/9
Manipulacién y vitamina E (100 500+ 1.42° 6/9

Se realizaron comparaciones entre los grupos como se indica a continuacion:
a. Control sano vs Manipulacion, b. Control sano vs Criptorquidia y vehiculo,
c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg),
d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa una diminucion en el nimero
de hembras prefiadas asi como en el numero de crias nacidas en el grupo con
criptorquidia en comparacioén con el grupo control sano, las cuales aumentaron al
administrar vitamina E sin ser significativo. Los valores se presentan como media
+ error estandar, p<0.05.



ANEXO I

B

Figura 18. Metodologia. Se muestran los diferentes grupos, los procedimientos y el nimero de animales
utilizados en cada uno de ellos. A. Diagrama de la evaluacién a los 40 dias de edad, B. Diagrama de la
evaluacion a los 120 dias de edad. Evaluacién morfoldgica: apoptosis, histologia testicular y proliferacién

celular.
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Figura 19. Peso del testiculo con respecto al peso corporal de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV),
criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV),
manipulacién-vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacién-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs Manipulacion,
b. Control sano vs Criptorquidia y vehiculo, c. Criptorquidia y vehiculo vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg),
d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se
observa que a los 120 dias de edad el grupo con criptorquidia presenta una disminucién en el peso testicular con respecto
al control sano, el cual aumenté significativamente al administrar vitamina E a una dosis de 100 mg/kg de peso corporal.
Los valores se presentan como media + error estandar, p<0.05.
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Figura 20. Determinacion de especies reactivas de oxigeno en
testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV),
criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100
mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV), manipulacién-vitamina E
30 mg/kg (M30) y manipulacién-vitamina E 100 mg/kg (M100).
a. Control sano vs Manipulacién, b. Control sano vs Criptorquidia,
c. Criptorquidia vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg),
d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control
sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa que en
los grupos con manipulacién y administracion de vitamina E hay
una disminucion significativa en la cantidad de especies reactivas de
oxigeno en comparacion con el grupo control sano, sin embargo al
administrar una dosis de 100 mg/kg de vitamina E aumenté la
cantidad de estos radicales libres en el grupo con criptorquidia, Los
resultados fueron expresados como media + error estandar, p<0.05.
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Figura 21. indice de maduracion (Johnsen) en testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV),
criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV),
manipulacién-vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacién-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs Manipulacion,
b. Control sano vs Criptorquidia, c. Criptorquidia vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa una
disminucién en el grupo con criptorquidia y vehiculo tanto a los 40 dias como a los 120. En los grupos con criptorquidia
tratados con vitamina E se alcanzan los valores del grupos control sano a los 120 dias. Los valores se presentan como
media + error estandar, p<0.05.
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Figura 22. indice histopatolégico en testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV), criptorquidia-
vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV), manipulacion-
vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacion-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs Manipulacién, b. Control
sano vs Criptorquidia, c. Criptorquidia vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs Criptorquidia y
vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa un aumento de las
alteraciones histoldgicas en el grupo con criptorquidia y vehiculo, las cuales disminuyen al administrar vitamina E a los
120 dias de edad. Los valores se presentan como media + error estandar, p<0.05.
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Figura 23. Area del epitelio seminifero en testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV),
criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV),
manipulacién-vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacion-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs
Manipulacién, b. Control sano vs Criptorquidia, c. Criptorquidia vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg),
d. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se
observa una disminucién en el grupo con criptorquidia y vehiculo tanto a los 40 dias de edad como a los 120 al
compararse con el grupo control sano, sin embargo hay un aumento significativo al administrar vitamina E a los 120
dias de edad en los grupos con criptorquidia. Los valores se presentan como media + error estandar, p<0.05.
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Figura 24. Porcentaje de apoptosis en testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV), criptorquidia-
vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV), manipulacion-
vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacién-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs Manipulacién, b. Control
sano vs Criptorquidia, c. Criptorquidia vs Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs Criptorquidia
y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa un aumento
significativo en la apoptosis del grupo con criptorquidia y vehiculo al compararse con el grupo control sano tanto a los
40 dias de edad como a los 120. Al administrarse vitamina E se disminuye la apoptosis alcanzando los valores del
grupo control sano a los 120 dias de edad. Los valores se presentan como media * error estandar, p<0.05.
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Figura 25. Porcentaje de proliferacion en testiculo de rata. Control sano (CS), criptorquidia-vehiculo (CV),
criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg (C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacién-vehiculo (MV),
manipulacién-vitamina E 30 mg/kg (M30), manipulacién-vitamina E 100 mg/kg (M100). No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Los valores se presentan como media + error estandar, p<0.05.
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Figura 26. Numero de crias nacidas vivas y sanas obtenidas en la
prueba de fertilidad de rata de 120 dias de edad. Control sano (CS),
criptorquidia-vehiculo (CV), criptorquidia-vitamina E 30 mg/kg
(C30), criptorquidia-vitamina E 100 mg/kg (C100), manipulacion-
vehiculo (MV), manipulacién-vitamina E 30 mg/kg (M30),
manipulacion-vitamina E 100 mg/kg (M100). a. Control sano vs
Manipulacién, b. Control sano vs Criptorquidia, c. Criptorquidia vs
Criptorquidia y vitamina E (30 y 100 mg/kg), d. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), e. Control sano vs
Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa una diminucién
en el numero de hembras prefiadas asi como en el nimero de crias
nacidas en el grupo con criptorquidia y vehiculo en comparacion
con el grupo control sano, las cuales aumentaron al administrar
vitamina E sin ser significativo. Los valores se presentan como
media + error estandar, p<0.05.
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Figura 27. Histologia de tubulos seminiferos de ratas con 40 dias de edad. A. Control sano, B. Manipulacion y vehiculo, C.
Manipulacién y vitamina E (30 mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia y vehiculo, F. Criptor quidia
y vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observa que el grupo con criptorquidia y vehiculo
presenta mayor cantidad de alteraciones asi como una espermatogénesis detenida, las alteraciones disminuyen al
administrar vitamina E sin alcanzar a los grupos de manipulacién y control sano, sin embargo, la espermatogénesis fue
completa. Espermatogonias (Eg), espermatocitos (Ec), espermatidas redondas (Edr), espermatidas elongadas (Ede),
espermatozoides (E), células de Sertoli (S), picnosis (P), descamacion (D), sincicio (Sc). Azul de toluidina, 60x.
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Figura 28. Histologia de tubulos seminiferos de ratas con 120 dias de edad. En el grupo con criptorquidia corregida aun se
observan tubulos con dafio permanente. A. Control sano, B. Manipulacién y vehiculo, C. Manipulacién y vitamina E (30
mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia corregida y vehiculo, el recuadro muestra tubulos con
aplasia de células germinales, F. Criptorquidia corregida y vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia corregida y vitamina E
(100 mg/kg). Se observa que el grupo con criptorquidia corregida presenta tibulos con aplasia de células germinales. Sin
embargo, al administrarse vitamina E, las alteraciones disminuyeron significativamente (p<0.05), ademas de presentarse
una espermatogénesis completa en todos los tubulos. Espermatogonias (Eg), espermatocitos (Ec), espermatidas redondas
(Edr), espermatidas elongadas (Ede), espermatozoides (E), células de Sertoli. Azul de toluidina, 60x.




Figura 29. Apoptosis en tubulos seminiferos de ratas con 40 dias de edad. A. Control sano, B. Manipulacién y vehiculo,
C. Manipulacion y vitamina E (30 mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia, F. Criptorquidia y
vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Se observan ciertas células en apoptosis en los grupos
de manipulacién y control sano debido a la regulacién normal en el tejido. Sin embargo, en el grupo con criptorquidia y
vehiculo se observa una gran cantidad de células en apoptosis, las cuales disminuyeron significativamente (p<0.05) al

administrarse vitamina E. Técnica de TUNEL, 20x.



Figura 30. Apoptosis en tubulos seminiferos de ratas con 120 dias de edad. A. Control sano, B. Manipulacién y vehiculo,
C. Manipulacién y vitamina E (30 mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia, F. Criptorquidia y
vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). En los grupos de manipulacién y control sano se
observan ciertas células en apoptosis debido a la regulacién normal en el tejido. Sin embargo, en el grupo con
criptorquidia corregida y vehiculo hay una mayor cantidad de células en apoptosis, las cuales disminuyeron al administrar
vitamina E (p<0.05). Técnica de TUNEL, 20x.
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Figura 31. Células en proliferacion en tibulos seminiferos de ratas con 40 dias de edad. A. Control sano, B. Manipulacién
y vehiculo, C. Manipulacién y vitamina E (30 mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia,
F. Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Las flechas indican grupos de células
en proliferacion. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). La cantidad de células en
proliferacién son relativas al numero total de células en el tibulo seminifero. Técnica de inmunohistoquimica, 20x.
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Figura 32. Células en proliferacion en tubulos seminiferos de ratas con 120 dias de edad. A. Control sano, B. Manipulacion
y vehiculo, C. Manipulacién y vitamina E (30 mg/kg), D. Manipulacién y vitamina E (100 mg/kg), E. Criptorquidia,
F. Criptorquidia y vitamina E (30 mg/kg), G. Criptorquidia y vitamina E (100 mg/kg). Las flechas indican grupos de células
en proliferaciéon. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). La cantidad de células en
proliferacion son relativas al nimero total de células en el tibulo seminifero. Técnica de inmunohistoquimica, 20x.
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