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Resumen
La criptorquidia (CO) se define como una condicién en la que uno o ambos
testiculos no se encuentran en el escroto al nacimiento. Se presenta en el 2 al 5%
de los nifios nacidos a término y en el 30% en los nifios prematuros, con una
frecuencia <1% a los doce meses en donde se puede presentar el descenso
testicular espontaneo. Durante el periodo en el que el testiculo permanece por
arriba del escroto, se somete a estrés oxidante afectando, probablemente la
sobrevida y diferenciacion de las células germinales y sustentaculares, alterando
la espermatogénesis futura. Se ha sefalado que la Epigalocatequina-3-galato
(EGCG) es un estabilizador de radicales libres (RL) y activador de enzimas
antioxidantes. No se han realizado estudios que permitan reducir los dafios
provocados por el estrés oxidante en un modelo animal con criptorquidia y
descenso espontaneo tardio. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto protector de la EGCG en un modelo murino con criptorquidia y descenso
espontaneo tardio. Los grupos experimentales fueron machos controles, controles
con EGCG, criptorquidicos y criptorquidicos tratados con 15 mg y 25 mg de EGCG
respectivamente. Se determinaron parametros espermaticos, alteraciones
morfolégicas testiculares caracteristicas de la criptorquidia, la apoptosis y
proliferacion de células germinales, la actividad de las enzimas antioxidantes
(catalasa y superoxido dismutasa) y la concentracion sérica de testosterona. Los
resultados paramétricos fueron analizados por ANOVA y comparacion multiple de
Tukey; mientras que los resultados no paramétricos fueron analizados por Mann-
Whitney. Los datos obtenidos mostraron que el tratamiento con 15 mg de EGCG
favorece algunos parametros espermaticos, disminuyendo alteraciones
morfologicas testiculares y en consecuencia aumentando la proliferacion de
células germinales; esto posiblemente debido a que la EGCG disminuye el
proceso de lipoperoxidacion. En cambio, con el tratamiento de 25 mg de EGCG,
los pardmetros evaluados no se vieron favorecidos, mostrando un aumento
significativo en la apoptosis. Por lo tanto concluimos que la administracién de 15
mg de EGCG favorece los parametros de fertilidad analizados en un modelo con

CO y descenso espontaneo tardio.

Palabras clave: criptorquidia, descenso espontaneo, EGCG, estrés oxidante
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Abstract
Cryptorchidism (CO) is defined as a condition in which one or both testicles are not

found in the scrotum at birth. It occurs in 2 to 5% of children born at term and 30%
in premature children, with a frequency <1% at twelve months where spontaneous
testicular descent may occur. During the period in which the testis remains above
the scrotum, it undergoes oxidant stress affecting, probably the survival and
differentiation of the germ and sustentacular cells, altering the future
spermatogenesis. It has been pointed out that Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
is a free radical stabilizer (RL) and activator of antioxidant enzymes. No studies
have been conducted to reduce the damage caused by oxidative stress in an
animal model with cryptorchidism and late spontaneous descent. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the protective effect of EGCG in a murine
model with cryptorchidism and late spontaneous descent. The experimental groups
were control males, controls with EGCG, cryptorchid and cryptorchid treated with
15 mg and 25 mg of EGCG respectively. Spermatic parameters, testicular
morphological alterations characteristic of cryptorchidism, apoptosis and
proliferation of germ cells, the activity of antioxidant enzymes (catalase and
superoxide dismutase) and serum testosterone concentration were determined.
The parametric results were analyzed by ANOVA and Tukey's multiple
comparison; while the non-parametric results were analyzed by Mann-Whitney.
The data obtained showed that the treatment with 15 mg of EGCG could benefit
some sperm parameters, decreasing testicular morphological alterations and
consequently increasing the proliferation of germ cells; this is possibly since EGCG
decreases the lipoperoxidation process. On the other hand, with 25 mg of EGCG
treatment, the evaluated parameters were not benefited, showing a significant
increase in apoptosis. These results suggest that the administration of 15 mg of
EGCG benefits the fertility analyzed parameters in a model with CO and late

spontaneous descent.

Key words: Cryptorchidism, spontaneous descent, EGCG, oxidant stress
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ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Descenso Testicular

El descenso testicular es un proceso importante para el desarrollo de la
espermatogénesis, ha sido estudiado durante siglos, con gran interés en los
conceptos anatomicos en los siglos XVIII y XIX con una comprension gradual de la
regulacion hormonal en el siglo XX.

El descenso testicular generalmente se describe en dos etapas
(transabdominal e inguinoescrotal), regulado por diferentes factores anatémicos
(ligamento suspensor craneal y el ligamento genitoinguinal caudal o gubernaculo)
(Kubota y col. 2001; Ferlin, 2007; Szarek y col. 2014; Hutson y col. 2015) y
hormonales (eje hipotdlamo- hipofisis- gonada) (Ferlin, 2007; Hughes y Acerini,
2008; Hutson y col. 2015).

Antes de la migracion transabdominal, los testiculos se desarrollan sobre la
superficie antero-medial del mesonefros en la cresta urogenital (Fiegel y col.
2011), que esta anclado por el ligamento suspensor craneal (LSC) y caudalmente
por el ligamento genitoinguinal o gubernaculo (G), este ultimo fue nombrado por
primera vez en el siglo XVIII por el cirujano escocés John Hunter, quien sugirié que
podria dirigir el testiculo hacia el escroto.

Cerca del momento de la diferenciacion sexual en el humano (7-8 semanas
de gestacidn), el mesonefros regresa, dejando el desarrollo testicular en un

mesenterio, ahora llamado mesorquio (Hutson y col. 2015).

Fase transabdominal
Esta etapa se presenta entre las semanas 10 a la 15 de la gestacién en humanos
y en roedores entre los dias 13 al 17 de la gestacion. En un principio la gonada
indiferenciada se ubica en una posicion perirrenal, y es sostenida por el LSC hacia
la pared abdominal posterior y por el ligamento genitoinguinal caudal o
gubernaculo, el cual conecta al testiculo, via epididimo, al futuro anillo inguinal
interno del canal inguinal. El G estd compuesto de una matriz extracelular
hidrofilica rica en glicosaminoglicanos (GAGs), células mesenquimatosas,
fibroblastos y células de musculo liso, asi como fibras de colagena y elasticas.

Este ligamento es la principal estructura encargada del descenso testicular.
12



Adyacente a la gbnada indiferenciada, de origen mesonefrénico, se encuentran los
conductos de Wolff y de Miiller (Fiegel y col. 2011).

Entre las semanas 10 y 15 de gestacion, los testiculos en el feto humano se
quedan més cerca de los futuros canales inguinales, mientras que los ovarios se
alejan mas de la ingle. El descenso de los testiculos cerca de la ingle se logra
mediante la reaccion de "sobrecrecimiento” por el gubernaculo, el cual se somete
a division celular y aumento en la matriz extracelular, principalmente por GAGs y
acido hialurénico, que se hidratan. La conexion gubernacular proxima al testiculo,
se queda corta. La dilatacién distal del bulbo gubernacular, que esta incrustado en
la parte anterior de la pared abdominal, ejerce traccion a través del cordén
gubernacular en la cresta urogenital para ayudar a anclar el testiculo en posicion
durante el crecimiento abdominal fetal y dilatar el canal inguinal. Ademas, algunos
estudios sugieren que el aumento en el volumen del G, esta bajo control de la
hormona similar a la insulina 3 (INSL3), causando la dilatacién del canal inguinal, y
en consecuencia la migracion del testiculo hacia la regién inguinal (Szarek y col.
2014).

Fase inguinoescrotal

Después de completar la primera fase de descenso, hay una pausa en la
migracion testicular hasta aproximadamente la semana 25 en humanos,
ocurriendo posteriormente la fase inguinoescrotal a partir de las semanas 25-35 de
la gestacidbn en humanos y desde el nacimiento hasta alrededor del dia 21
posnatal en roedores. El proceso general es similar en la mayoria de los
mamiferos, aunque hay diferencias importantes en la remodelacién del G,
migracion y elongacion a través del pubis para permitir el descenso testicular en el
escroto. En roedores, la mayor parte del G se reabsorbe con una extensa
remodelacion para permitir al G evertirse antes de la migracion inguinoescrotal,
mientras que en cerdos y humanos no ocurre la eversion y resorcion obvias sino
hasta después de la migracion escrotal (Hutson y col. 2015).

La migracion testicular de la region inguinal hacia el escroto es
predominantemente controlada por los androgenos. En el tercer tercio de la
gestacion, y después del nacimiento en los roedores, el G se contrae hacia el
escroto. Sin embargo, algunos autores han sugerido que la influencia de los

androgenos sobre la migracion del G es via indirecta a través del nervio
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genitofemoral (Guzman y col. 2007). Como anteriormente se menciono, los
fibroblastos expresan receptores de androgenos (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 é&cida y
colagenasas. Esto resulta en la involucién del ligamento y bulbo del gubernaculo,
convirtiéndose este progresivamente en una estructura fibrosa con pocas células,
rica en fibras de colageno y elasticas. Tales cambios disminuyen el tamarfio del G,
el ligamento tiende a acortarse y se incorpora al bulbo gubernacular, lo que obliga
al testiculo a descender (Vigueras y col. 2004; Hutson y col. 2015).
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 (Fiegel y col. 2011).

Ademas de las hormonas testiculares antes mencionadas, parece haber
una funcion muy importante atribuia al nervio genitofemoral y su neurotransmisor
principal el péptido similar al gen de la calcitonina (CGRP). El efecto de los
androgenos en el G, durante ésta fase inguinoescrotal, podria estar mediado por
el CGRP, producido por el nervio genitofemoral (Ferlin, 2007).

En conclusion, el modelo de descenso testicular es un proceso complejo y
de dos etapas, requiriendo la interaccibn de multiples factores, los cuales
involucran la diferenciacion de la go6nada testicular. La presencia de los
androgenos; asi como un eje Hipotalamo-Hipdfisis-Génada normal durante la
segunda etapa, sugirieren un papel primordial en el descenso testicular, puesto
que alguna alteracion en los mecanismos antes mencionados ocasiona la
inhibicion del descenso testicular llamado criptorquidia (CO) o un descenso tardio.

Este ultimo puede resolverse durante la oleada postnatal de LH, logrando el
descenso testicular y con ello la diferenciacion de las célula germinales (Ferlin,
2007).

14



Criptorquidia

La CO se define como una condicién en la que uno o ambos testiculos no se
encuentran en el escroto al nacimiento (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).
La clasificacibn puede basarse en la localizacion del testiculo criptorquidico y
puede variar, localizandose en cavidad abdominal, canal inguinal, o ectopico y
puede afectar a uno o a ambos testiculos (Virtanen y col. 2007).Se presenta con
una frecuencia alrededor de 2-4% a nivel mundial de los nifios nacidos a término
y 30% en los nifios prematuros, con una frecuencia <1% hacia los nueve meses
de edad (Wenzler y col. 2004; Ferguson y Agoulnik, 2013) y permanece
constante a lo largo de la nifiez (Heredia, 2008), considerandose un importante
factor de riesgo para infertilidad y aumento en el riesgo de desarrollar cancer

testicular (Ferguson y Agoulnik 2013).

Descenso espontaneo

Se sabe que pacientes con CO al nacimiento pueden tener una alta tendencia de
descenso espontaneo (Scheiber y col. 1986); llegando a tener una proporcion de
entre 57% y 71% (Brakel y col. 2017); disminuyendo la incidencia de CO a <1% a
los 9 meses de edad y permaneciendo constante a lo largo de la nifiez (Abney y
col. 1989; Wenzler y col. 2004; Gomez 2004). Esto se puede presentar porque
durante la gestacion no se produce suficiente hormona Gonadotropina coriénica
humana (hCG) materna o porque existen factores gestacionales que ocasionan
retardo en el descenso testicular, los cuales al ya no estar presentes en el
nacimiento, ocasionan el descenso espontaneo, junto con un alto pico postnatal de
gonadotropinas y testosterona (Wenzler y col. 2004).

Existe evidencia previa de descenso testicular espontaneo, desde 1918, lo
cual fue reportado por un médico de Wellington College, Berkshire, en el periddico
Guy's Hospital Gazette, el cual inicié sus investigaciones desde 1900 (Smith y col.
1939).

Posteriormente surgieron otros investigadores como Wiliams y Drake; este
altimo informé la presencia de descenso testicular espontaneo en veinticuatro de
treinta y ocho casos en edades de hasta diez afios de edad. Por otro lado,
Williams observo a 2,104 nifios, en los cuales se presentd descenso testicular

espontaneo en veinticuatro (sesenta y tres por ciento) de treinta y ocho
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unilateralmente no descendidos, y en catorce (sesenta y siete por ciento) de
veintian pacientes no descendidos bilateralmente (Smith y col. 1939).

Algunos estudios sugieren que los efectos secundarios observados en los
testiculos donde ocurre el descenso espontaneo tardio, radican en que durante el
tiempo en que los testiculos permanecen por arriba del escroto estdn sometidos a
elevada temperatura, en periodos criticos de diferenciacion y proliferacion de
células testiculares conduciendo a atrofia celular (Hutson y col. 2015).

Se han realizado estudios en varios modelos animales que muestran los
efectos del aumento de la temperatura sobre las células germinales, causando
alteraciones en su transformacion, maduracion, asi como en los mecanismos de
apoptosis. Es posible que algunas células germinales que sobreviven al estrés
térmico, una vez que ocurre el descenso espontaneo puedan diferenciarse a
espermatogonias o0 permanecer indiferenciadas, aumentando el riesgo de
desarrollo de neoplasia a futuro. Esta lesion térmica es mediada por especies
reactivas de oxigeno y ciertas proteinas de choque térmico, que dafian las células
germinales asi como las células de Sertoli (Cs) (Hutson y col. 2015); en
consecuencia afecta la regulacién hormonal testicular (Virtanen y col. 2007).

Etiologia
El crecimiento fetal normal estd regulado por factores maternos, fetales y
placentarios. El normal comportamiento de estos tres factores permite al feto

obtener un adecuado desarrollo testicular (Sepulveda y col. 2014).

El descenso testicular a través del canal inguinal comienza en la semana
25 posconcepcidon y se completa a la semana 35. La mayoria de los casos de
CO se producen después de la semana 25 de gestacion. El descenso testicular
esta determinado por una adecuada concentracion de andrégenos y un eje

hipotalamo- hipofisario-testicular funcional (Wenzler y col. 2004).

Estudios epidemioldgicos han identificado a la desnutricion, tabaquismo,
alcoholismo, diabetes mellitus, hipotiroidismo, hipertiroidismo como factores
gestacionales que pueden ocasionar retraso en el descenso testicular (Campoy
y col. 2001). También se han estudiado hormonas, como la LH, la hCG y los
androgenos, los cuales juegan papeles importantes en el mecanismo de

descenso testicular hacia el escroto. El bajo nivel de estrégenos maternos y la
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insuficiencia placentaria con disminucion de la secrecion de hCG también
pueden ocasionar falla en el descenso testicular. Asimismo, casos de CO con
sindrome de Prader-Willi, sindrome de Kallman, hipoplasia pituitaria y la

anencefalia indica el papel critico del eje hipotdlamo-hipofisario (Wenzler 2004).

Por otra parte, algunos estudios han indagado la posible asociaciéon con
factores ambientales, estudiando la exposicion a disruptores endocrinos (p.€j.,
pesticidas organoclorados), aumentando el riesgo de desarrollar anomalias en
el desarrollo intrauterino del aparato genital masculino (Guzman y col. 2007).

Los compuestos disruptores endocrinos (DE) se encuentran en el medio
ambiente y presentan actividad estrogénica, antiestrogénica o antiandrogénica,
son altamente lipofilicos y se almacenan por periodos prolongados en el tejido
adiposo. La exposicion materna a DE durante el embarazo permite su paso al
producto a través de la placenta, lo que podria afectar el eje reproductivo fetal
(Guzman y col. 2007).

El descenso espontaneo tardio y sus implicaciones a futuro

El testiculo no descendido se asocia con efectos adversos en la salud reproductiva
masculina, es decir, un aumento de 4-5 veces de riesgo de desarrollar cancer
testicular y riesgo de infertilidad (Virtanen y col. 2007; Plas y col. 2015; Brakel y
col. 2017).

Asi mismo, estudios sugieren que los hombres con descenso testicular
tardio tienen menos problemas de fertiidad que aquellos pacientes con no
descenso testicular. Sin embargo, el estudio de seguimiento a largo plazo no
encontré diferencias estadisticamente significativas en los parametros de fertilidad

entre ambos grupos (Brakel y col. 2017).

La infertiidad en pacientes con CO tiene relacion con la falla en el
inadecuado descenso testicular, la edad en el momento de la correccion
quirurgica y las consecuencias del tratamiento (Vignera y col. 2009). Se ha citado
que alrededor del 90% de los pacientes con CO bilateral sin tratar en Ultima
instancia desarrollan azoospermia, frente al 0,4 - 0,5% en la incidencia de la
poblacion general (Goel y cols. 2015). Por otra parte, la incidencia de la

azoospermia se reduce hasta 32% en los pacientes tratados farmacol6gicamente
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e inclusive existe una disminucion de hasta el 46% después de la orquidopexia
bilateral; sin embargo, en la CO unilateral, la incidencia de la azoospermia es de
un 13%, (Goel y col.2015).

En pacientes con CO, las alteraciones en la fertilidad se han atribuido a la
reduccién en el numero total de células germinales y a una defectuosa
maduracion de las mismas (Vignera y col. 2009; Goel y col. 2015). Asi también,
la diferenciacion de los gonocitos (pre-espermatogonias) en espermatogonias se
retrasa y es ineficaz. Ademas de esto, se presenta una reduccion en el nimero

de células germinales por tubo seminifero (Goel y col.2015).

Algunos estudios han demostrado mediante la toma de biopsias
testiculares durante la orquidopexia que en los pacientes con CO con una edad
mayor de dos afios, resultan en una disminucién en el recuento de células
germinales por tubulo en un 10-40% en comparacion con el grupo de nifios
sanos (Goel y col. 2015). En otro estudio se analizaron 178 biopsias testiculares
de 89 niflos que fueron sometidos a orquidopexia y biopsia testicular bilateral,
indicando tres grupos: alto, medio y bajo riesgo de infertilidad, con base a la
presencia de espermatogonias. Todos los hombres en el grupo de alto riesgo de
infertilidad resultaron con oligospermia después de la pubertad, y el 20% de
ellos presentaron azoospermia. Estos pacientes tenian recuentos de
espermatozoides 25 veces menor en comparacion con el grupo control. De igual
modo se realiz6 una correlacion entre la histologia testicular y las
concentraciones hormonales confirmando una deficiencia de gonadotropinas en
la mayoria de estos pacientes (Goel y col. 2015). También se ha observado una
tendencia a la azoospermia en biopsias testiculares de pacientes con CO con
hipoplasia de las células de Leydig en los testiculos con CO, ocasionando una
estimulacion hormonal deficiente de las células de Leydig debido al eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo defectuoso. Es probable que las células de Leydig
Nno sean capaces de provocar una oleada de testosterona de magnitud suficiente
para efectuar la maduracién de las células germinales (Vignera y cols. 2009;
Goel y cols.2015).
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Estrés oxidante en la criptorquidia

El oxigeno es un elemento que presenta un doble efecto fisiolégico; es esencial
para el desarrollo de la vida aerobia y posee efectos toxicos inherentes a su
estructura. Del oxigeno se derivan moléculas inestables denominadas radicales
libres (RL) que pueden causar dafio a nivel celular, generando asi lo que se
denomina como estrés oxidante. Este, resulta de un desbalance entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y su eficiente eliminacion al
sobrepasar la capacidad del sistema antioxidante, (Corrales y Muioz, 2012).

En el ser humano, las ERO participan en los mecanismos etiopatogénicos
primarios 0 en sus consecuencias en mas de cien enfermedades de gran
importancia clinica, como la CO, varicocele, enfermedades neurodegenerativas
entre otras (Corrales y Mufioz,. 2012; Mayorga y col.2015).

En la CO, el aumento de temperatura testicular ocasiona un estrés
oxidativo dentro del testiculo (Turner y col. 2008)

La mitocondria, a través de la cadena respiratoria, constituye la principal
fuente de generacion de las ERO producidas en la CO, las cuales son moléculas
de oxigeno altamente reactivo transitorias con un alto grado de reactividad
guimica, debido a electrones desapareados en su ultimo orbital (Turner y Lysiak
2008). Estas pueden estimular la lipoperoxidacion, la cual es una reaccion de
oxidacion en cadena y es asociada con pérdida de la funcion e integridad de la
membrana (Sanocka y Kurpisz 2004). El primer paso del proceso de
lipoperoxidacion, consiste en la abstraccion de un a4tomo de hidrégeno al grupo
metilo adyacente al doble enlace, posteriormente ocurre la propagacion,
ocasionada por la rapida reaccion con el oxigeno para formar al radical peroxil,
el ciclo de propagacion puede continuar indefinidamente hasta que uno de los
sustratos es consumido o terminado en la reaccion radical-radical (Chihuail y col.
2002; Sanocka y Kurpisz, 2004).

Las ERO mas importantes involucradas en la CO son el anién superoxido,
el ion hidroxil y el peréxido de hidrogeno (H202). Este ultimo es el principal ERO
y, aunque no es un RL, es la molécula que sugiere estar involucrada en un
mayor dafio celular, causando un cambio deletéreo en las lipoproteinas de las
membranas celulares, ademas de dafio testicular, que afecta a las
espermatogonias, la produccién de espermatozoides y la fertilidad masculina

(Vigueras y col. 2009). También ocasionan que las células presenten un
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aumento en la transcripcion de genes (Ced-9, bCL-2, Bax, Bcl-x forma
alargada), los cuales provocan la apoptosis de las células germinales. Durante la
espermatogénesis, la apoptosis es un proceso normal, pero cuando esto
sobrepasa las condiciones normales se presenta un cuadro patolégico. Esto
aumenta la sintesis de las proteinas de choque, ocasionando una saturacion del
sistema antioxidante endogeno de las células germinales que incluye a la
superoéxido dismutasa (SOD) y un reducido sistema para glutation (GHS) que
incluye a glutation peroxidasa (GHS-px), glutation reductasa (GHS-rd) y
glutation-S-transferasa (GHST). También se sabe que los espermatocitos y las
esperméatidas son capaces de convertir O, a H,0,, pero con mayor dificultad
metabolizan H,O, y llevan a la saturacion de un sistema protector contra
peréxido. Por lo tanto el peréxido formado puede convertirse en radical hidroxilo
(Sandstrom y col. 1994).

Los tratamientos antioxidantes pueden aumentar el sistema antioxidante
endoégeno, y en consecuencia inhibir la producciéon de ERO e impedir la

lipoperoxidacion.

Antioxidantes

En la actualidad existe gran interés en contribuir con un aporte que enriquezca el
conocimiento sobre los antioxidantes y su papel en la salud humana. Estos
incluyen los antioxidantes endégenos y los exdgenos que se pueden encontrar en
los alimentos (Coronado y col. 2015) y que en general, pueden aumentar el
sistema de defensa antioxidante endégeno en las células, asi como inhibir vias
que conducen a la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno o
funcionar como estabilizadores de RL. De igual manera, asociado a la funcion
antioxidante se considera el proceso de oxido-reduccion, el cual consta de dos
momentos basicos: a) oxidacion que implica pérdida de electrones de hidrogeno
con la ganancia de oxigeno en la molécula, b) reduccién, en donde se ganan
electrones de hidrégeno con la pérdida de oxigeno. Asi el oxidante se reduce al
reaccionar con aquella molécula que oxida. Este proceso es cotidiano en el
organismo humano y representa el conocido par éxido-reductor o balance redox
(Coronado y col. 2015).
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Antioxidantes enddgenos

Las ERO se generan constantemente durante el metabolismo normal de
cualquier célula corporal. Sin embargo, la accion sinérgica del sistema de
defensa antioxidante enddégeno es esencial para proteger contra los dafios
ocasionados por los RL en las células. Las principales enzimas del sistema
antioxidante endégeno son SOD, catalasa y glutation peroxidasa (GHS-px), que
mas tarde necesitan de otras enzimas para lograr reducir el O2 (Zini y Schlegel,
1997; Turner y Lysiak, 2008).

Se ha propuesto que las células germinales cuentan con un eficiente
sistema endogeno antioxidante de SOD y reducido sistema para GHS-px, pero
presentan dificultad para metabolizar el H20z2, lo que resulta en la saturacion de
su sistema protector contra el peréxido y este se convierte a radicales OH*, que
son altamente toxicos. En el caso de un descenso testicular tardio el sistema
antioxidante enddgeno pudiera estar disminuido y los niveles de EROs en el
testiculo estar aumentadas (lkeda y col. 1999). Estas EROs son moléculas
transitorias con un alto grado de reactividad quimica (Vigueras y col. 2011),
causando dafio extenso al ADN, peroxidacion lipidica y degradacion de
proteinas (Diemer y col. 2003), lo que puede afectar a las espermatogonias de
por vida y reducir la produccion de espermatozoides y la fertilidad masculina
(Vigueras y col. 2011).

La Epigalocatequina-3-galato como un antioxidante exégeno

En la actualidad se han realizado una cantidad considerable de estudios sobre la
actividad antioxidante y compuestos bioactivos de plantas, realizando su
extraccion mediante varios procedimientos, mostrando en su mayoria una alta
correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido polifendlico total. Esto
indica que los principales contribuyentes para la actividad antioxidante parece
deberse principalmente a la presencia de flavonoides, acidos fendlicos,
antocianinas y alcaloides, siendo flavonoides y acidos organicos los mas

reportados (Fernandes y col. 2017).

Recientemente, dentro de los flavonoides se ha estudiado un componente
del té verde, la Epigalocatequina-3-galato (EGCG), la cual es producida a partir
de las hojas de la planta Camellia sinensis (Chowdhury y col. 2016), demostrando

ser benéfica en la salud para una amplia variedad de enfermedades, debido a su
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potente actividad antioxidante e inclusive anti-inflamatoria (Chowdhury y col.
2016), superando el efecto de la vitamina E (Sevilla y Mach 2014; Afzal, 2015).

La EGCG es el mas abundante de los compuestos polifendlicos
pertenecientes a las catequinas en el té verde, representando el 50%-80% del
total de las catequinas (Kapoor y col. 2017). Una taza de té verde puede contener
de 200 a 300mg de EGCG. La EGCG también puede encontrarse en otros
vegetales como las manzanas, las moras, los duraznos y las nueces; sin

embargo, la principal fuente es el té verde (Harnly y col. 2006).

Los estudios realizados para evaluar el efecto del consumo de EGCG
muestran las actividades antioxidantes y antiinflamatorias. Esto aumenta los
niveles de expresion de las enzimas antioxidantes e inhibe vias de activacion del
receptor Toll-like 4 (TLR4) y el factor nuclear-B (NF-B), lo que conduce al

aumento de la produccion de citoquinas inflamatorias (Oliveira y col. 2016).

Se ha observado que la presencia de grupos fendlicos sensibles a la
oxidacion y que pueden generar quinona en la estructura de la EGCG son
responsables de la actividad antioxidante y neutralizacion de RL. La actividad
antioxidante se incrementa adicionalmente por la presencia de grupos hidroxilo
en sus anillos A, B y en su grupo galato (Johnson y Loo 2000; Zaveri, 2006;
Oliveira y col. 2016; Singh y col. 2016). Se ha identificado que el anillo B es el

principal sitio para las reacciones antioxidantes de la EGCG (Valcic y col. 1999).

En general los antioxidantes fendlicos interfieren con la oxidacién de
lipidos y otras moléculas, como el ADN, mediante la rdpida donacion de atomos
de hidrégeno a los radicales estabilizandolos y por tanto, evitando su interaccién
con otras moléculas. Como resultado se genera una molécula oxidante que es
relativamente estable, por lo que no promueve reacciones adicionales como
radicales; ademas de estimular el sistema endogeno antioxidante (Valko y col.
2006).

Algunos estudios han investigado los efectos de la EGCG sobre las
mitocondrias desde los niveles subcelulares hasta el organismo completo y han
planteado importantes hallazgos con respecto a la capacidad de este polifenol

para modular la funcion mitocondrial, con consecuencias que van desde el control
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bioenergético hasta alteraciones celulares (Oliveira y col. 2016).

Otros estudios, informan que la EGCG inhibe mas eficazmente la actividad
de la ATPasa en las mitocondrias obtenidas de cerebro de rata mas que otras
catequinas. Este es un hallazgo importante, ya que la regulacion de ATPasa
puede conducir a un aumento de los niveles de difosfato de adenosina (ADP) o
monofosfato de adenosina (AMP), posiblemente influyendo en la modulacion de
las vias de sefalizacion implicadas en el metabolismo celular y el destino celular,
asi como en el control de la biogénesis mitocondrial. Sin embargo, el mecanismo
exacto a través del cual la EGCG podria modular la ATPasa sigue siendo incierto
(Oliveira y col. 2016).

La eliminacion de los RL, atribuida a la EGCG, se manifiesta en la
eliminaciéon de moléculas como radicales anidnicos superéxidos e hidroxilicos,
ERO, capaces de inducir dafios al ADN y a otras estructuras de las células.
Ademas la EGCG reacciona con los radicales peroxidos y, de esta forma,
interrumpe la cadena de reacciones que lleva a la peroxidacion lipidica (Valko y
col. 2006).

Biodisponibilidad de la EGCG

La EGCG se absorbe principalmente en el yeyuno y el ileon, a través de difusion
en las células epiteliales. Se encuentra presente en el plasma en una forma libre
en gran medida (mas del 77%). Estudios sugieren que la EGCG parece difundir
bien a través de los tejidos en el cuerpo e inclusive se distribuye a nivel fetal,

placentario y atraviesa la barrera hemato-encefélica (Oliveira y col. 2016).

La EGCG se metaboliza en formas metiladas en diferentes 6érganos por
catecol-O-metiltransferasa (COMT), produciendo casi di-metoxil-EGCG. Por otro
lado, la EGCG puede ser glucurono y/o sulfo-conjugada y puede ser
metabolizado por la microbiota intestinal. Sus metabolitos se han identificado en
el plasma y la orina de voluntarios tras la digestién del té verde. Los metabolitos
de EGCG son excretados tanto a través de vias biliares como urinarias. Sin
embargo, soélo los rastros de EGCG se detectan en la orina después de la

administracion oral, mientras que la excrecion biliar de EGCG se ha informado
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previamente en ratas. La vida media para la EGCG es alrededor de 3 horas, en

una forma purificada o de infusion de té (Oliveira y col. 2016).

Ahora bien, los mecanismos de la EGCG, asi como sus beneficios estan
comenzando a descubrirse. Los mecanismos implican interacciones con un
namero de vias de sefializacion celular, que son importantes para las funciones
celulares. Tales interacciones parecen modificar éstas vias de sefializacion, que
a su vez previenen la progresion de las enfermedades; sin embargo, una mejor
comprension de como interactia la EGCG a nivel celular queda aun por

establecerse (Chowdhury y col. 2016).

Justificacion

La CO en humanos es la anomalia genital masculina mas comudn al nacimiento;
afecta a nivel mundial alrededor del 2% al 4% de los recién nacidos a término y
hasta un 30% de los bebés prematuros, con una frecuencia <1% hacia los nueve
meses de edad y permanece constante a lo largo de la nifiez. Esta anomalia es
de sumo interés, debido a que el testiculo que no desciende entra en un
desbalance entre las ERO y antioxidantes, ocasionando estrés oxidante. Existen
condiciones en las cuales se impide la segunda fase del descenso testicular
intrauterino y que posterior al nacimiento en los primeros seis a doce meses se
presenta este proceso de forma espontanea tardia. Sin embargo, durante el
periodo en el que el testiculo se ubica por arriba de la zona escrotal se somete a
estrés oxidante afectando, probablemente la sobrevida y diferenciacion de las
células testiculares alterando, posiblemente la espermatogénesis futura, proceso
gue no ha sido investigado hasta el momento. Desde 1996 algunos estudios han
discutido las actividades antioxidantes totales de componentes polifendlicos de
los tés, vinos, jugo de frutas y vitaminas (C y E), con el fin de identificar alimentos
apropiados que son ricos en componentes de proteccion con propiedades
antioxidantes, dichos estudios han sefialado el uso de los polifenoles con mayor
actividad antioxidante. Algunos otros estudios, en la actualidad, han planteado el
uso de componentes polifendlicos como una estrategia terapéutica y protectora
basada en neuroprotectores naturales, después de haber administrado diferentes
tipos de antioxidantes a diferentes dosis en la evolucion del desarrollo del

glaucoma (Aranda y col. 2017). En los ultimos afios numerosos estudios han
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avalado los efectos beneficiosos de la ingesta de polifenoles sobre la salud,
siendo la EGCG, el polifenol con gran actividad antioxidante, atrapadora y
estabilizadora de RL. Esto es importante porque los efectos de los polifenoles son
fundamentalmente consecuencia de sus propiedades antioxidantes, presentando
efectos vasodilatadores, son capaces ademas de mejorar el perfil lipidico y
atenuar la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad. Presentan efectos
antiinflamatorios, siendo capaces de modular procesos de apoptosis (Quifiones y
col. 2012). Aun asi, dichos resultados representan importantes hallazgos que
deben ser estudiados; pues el conocimiento de la EGCG como protector en un
modelo experimental con CO con descenso espontaneo tardio, podria aportar las

bases de un tratamiento terapéutico.

Objetivo general
Evaluar el efecto protector antioxidante de la epigalocatequina-3-galato en un

modelo con criptorquidia y descenso espontaneo tardio.

Objetivos especificos
Determinar el papel de EGCG sobre:

La morfologia testicular caracteristica de la criptorquidia
La apoptosis y proliferacion de células germinales
La actividad del sistema enddgeno antioxidante

Los parametros enddcrinos

o ~ w D -

Valores espermaticos

Hipotesis
El estrés oxidante generado en la criptorquidia puede provocar alteraciones en
la espermatogénesis futura de manera que la administracion de un antioxidante

reducira dichos efectos en un modelo de CO con descenso espontaneo tardio.

Material y Métodos

Se emplearon 28 ratas macho Wistar a partir del 3er dia post parto (dpp)
provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de Pediatria. El manejo de los
animales se realizd con apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999

“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
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laboratorio”. Ademas siguiendo los reglamentos internos de principios de ética y

trato a los animales del Instituto Nacional de Pediatria (CICUAL).

Para la obtencion de las crias se conté con hembras gestantes que se
mantuvieron en cajas individuales de policarbonato en ciclo de 12 horas luz-12
horas oscuridad. Temperatura ambiente entre 17 a 24 °C. Alimento en pellets
(TEKLAD GLOBAL 18% PROTEIN RODENT DIET®) y agua a libre acceso. El

destete se realiz6 a los 21dpp.

La CO se desarrolld por la administracion de 17B-estradiol (Sigma-Aldrich
USA) disuelta en 50 ul de aceite de soya (0.1 pg via subcutanea (v.s.c)) del 3 al

33 dpp de acuerdo a lo reportado por Vigueras y col. 2004.

La EGCG (Cayman Chemical, USA) se administré al grupo control a la
misma dosis empleada en los grupos con CO (25 mg/kg) debido al elevado
costo del producto se preparé en los grupos control a una dosis de 25 mg/kg. En
los grupos criptorquidicos se usaron una dosis de 15 mg/kg y la otra a 25
mg/kg, administrandose del 34 al 85 dpp via intraperitoneal (v.i.p). Las dosis de
EGCG administradas se tomaron como base de un estudio donde se sugiere

gue la EGCG puede ser considerada como un antioxidante (Meng y col. 2008).

Las 28 ratas se distribuyeron en 7 grupos y con el fin de descartar el efecto
en el uso del vehiculo del estradiol para inducir CO, asi como el efecto de la
EGCG se asignaron 4 grupos controles, y 3 grupos con CO, con cuatro unidades

experimentales cada una, como se muestra a continuacion (Figura 1):
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Grupo 1. Control sano sin manipulacién alguna y eutanasia a los 86 dpp
denominado CS.

Grupo 2: Control sano con administracion v.s.c de vehiculo (aceite de soya) del
3 al 33 dpp y eutanasia a los 86 dpp, denominado CS/V.

Grupo 3: Control sano con administracion v.i.p. de EGCG a partir del 34 al 85
dpp (25 mg/kg) y eutanasia a los 86 dpp, denominado CS/EGCG.

Grupo 4: Control sano con administracion del vehiculo del estradiol (aceite de
soya) + EGCG. Administracion del vehiculo v.s.c del 3 al 33 dpp con
administracion v.i.p. de EGCG del 34 al 85 dpp y eutanasia al 86 dpp,
denominado CS/V/EGCG.

Grupo 5: Con CO desarrollada por la administracion de 17B-estradiol v.s.c del 3
al 33 dpp con el vehiculo de la EGCG del 34 al 85 dpp y eutanasia al 86 dpp,
denominado CO/V.

Grupo 6: Con CO desarrollada por la administracion v.s.c de 17B-estradiol, como
se menciond anteriormente y administracion v.i.p de EGCG (15 mg/kg) del dia
34 al 85 dpp y eutanasia al 86 dpp, denominado CO/EGCG15.

Grupo 7: Con CO desarrollada por la administracion v.s.c de 1783-estradiol, como
se menciond anteriormente y administracion v.i.p de EGCG (25 mg/kg) del dia 34
al 85 dpp y eutanasia al 86 dpp, denominado CO/EGCG25.
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Realizaciéon de la eutanasia:

Una vez que los animales cumplieron los 86 dpp se realizé la eutanasia con una
sobredosis de pentobarbital sédico (PISA Agropecuaria, México) v.i.p a una
dosis de 40 mg/kg, posteriormente se continué con el procesamiento del
material biolégico. En la exploracion postmortem se corroboro la ubicacion de
los testiculos. Posteriormente cada testiculo se disecO y pes6 para obtener la
relacion con respecto al peso corporal (indice gonadosomatico). El testiculo
izquierdo se fij6 en paraformaldehido al 4% para su inclusiobn en parafina.
Mientras que el testiculo derecho se cort6 a la mitad, empleando una mitad para
inclusion en EPON vy la otra mitad para ultracongelacion a -70°C, para evaluar

SOD y catalasa.

Valoracion espermatica: Las muestras se obtuvieron del conducto deferente y
se recolectaron en recipientes de plastico estériles; para determinar la
concentracién y motilidad, 50 uL de cada muestra se colocaron en 5 ml de
solucion salina (SSF) a 37°C, para realizar el analisis de la concentracion
(expresada en espermatozoides/ml) y movilidad (expresada en porcentaje),
para lo cual se utilizé 10 yL de cada muestra, que fueron colocados en una
camara de Neubauer. La plataforma de conteo de la camara tiene nueve
grandes cuadros con diferente nUmero de divisiones, para la cuenta de la
concentracién espermatica, se tomaron los cuatro extremos que contienen
16 cuadros pequefios, iniciando el conteo de izquierda a derecha. Para
valorar la movilidad espermatica, se colaron 10 puL del semen diluido con
SSF en una laminilla con un cubreobjetos, posteriormente se analizaron 200
espermatozoides; realizando el conteo de los espermatozoides moviles y los
no moviles a 40x y los resultados se expresaron en porcentaje.

Para estudiar la morfologia se realiz6 un frotis, el cual se dej6 secar y
posteriormente se realizd la tincion con HE. La morfologia se observo en 200
espermatozoides, mediante un microscopio fotonico. Los resultados se expresaron
como porcentaje de espermatozoides normales y anormales (defectos en las
cabezas, defecto en la pieza media y defectos en la cola).

La vitalidad espermatica se analizé mediante la permeabilidad al colorante

vital Eosina. Se analizaron un total de 200 espermatozoides haciendo uso del
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microscopio foténico con contraste de fase (400X), diferenciando los
espermatozoides vivos (no coloreados) de los muertos (coloreados) y el valor se
expresé en porcentaje del total de espermatozoides.

Analisis morfolégico: Los testiculos de cada animal se fijaron en Karnovsky
modificado por 24 horas. Posteriormente se lavaron con buffer de cacodilatos de
sodio al 0.1 M, durante 2 horas. Para la post-fijacion del tejido se colocaron en
tetroxido de osmio al 1% (Zelterquist), durante 1 hora. La deshidratacion de la
muestra consistio en pasos sucesivos de alcoholes graduales.

Para el proceso de inclusién, las muestras se lavaron con o6xido de
propileno, y se continu6 con diluciones de epon-oxido de propileno, hasta llegar a
la inclusion de las muestras en el epdn puro y su polimerizacion en estufa a 60 °C.
Posteriormente se obtuvieron cortes semifinos de 1 um de grosor; empleando un
ultramicrétomo (Leica modelo Ultracut-UCT) y se tifieron con azul de tolouidina al
0.5% (SIGMA-ALDRICH, México), finalmente se montaron en un portaobjetos.
Andlisis histolégico: El analisis histolégico se realizé utilizando un microscopio
fotonico, evaluando por cada animal 30 tdbulos seminiferos, en etapa VIII,
utilizando cuatro cortes en sus secciones transversales.

a) Area del epitelio seminifero (AE): Se efectué por un solo observador en un
microscopio foténico Olympus BX 51. Por cada unidad experimental, se analizaron
30 tubulos seminiferos, en etapa VIII, utilizando cuatro cortes en sus secciones
transversales. Para obtener el AE se midi6 el area externa del tubulo y se le resto
el area de la luz tubular; dichas secciones se midieron mediante el programa
Image-Pro® Plus version 5.1 (Media Cybernetics, INC, MD, USA).

b) indice de Maduracién del epitelio seminifero (IM): Se determin6 de acuerdo a lo
reportado por Johnsen en 1970, en donde se establecio el grado de maduracion,
de acuerdo a una escala que va de 1 a 10, en donde 10 corresponde a una
espermatogénesis completa con células en diferentes estadios de diferenciacion
con abundantes espermatozoides en la luz del epitelio seminifero y 1 a la ausencia
de células en el tubulo seminifero (ANEXO I).

c) indice histopatologico (IH): Se evalué de acuerdo al dafio observado, en 30
tubulos seminiferos en etapa VIII, en cada unidad experimental, en sus secciones
transversales (ANEXO 11). Utilizando una escala que va de 1 a 6, asignando el

valor de acuerdo a la alteracién observada (Vigueras y col. 2009).
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Determinacion de la proliferacion celular en espermatogonias por
Inmunohistoquimica

Los testiculos se fijaron en paraformaldehido al 4% (SIGMA-ALDRICH, México),
durante 24 horas, se realizaron lavados con PBS y se colocaron las muestras en el
histoquinete con la finalidad de deshidratarlas e incluirlas en parafina.
Posteriormente se realizaron cortes de 5 um de grosor en un micrétomo (Leica RM
2155, Alemania) y se montaron en laminillas cubiertas con grenetina.
Posteriormente las muestras se desparafinaron en estufa a 60°C durante 30
minutos e hidrataron en alcoholes graduales de Xilol, alcohol absoluto al 100%,
alcohol absoluto al 90%, alcohol absoluto al 80%, alcohol absoluto al 70%;
subsecuentemente se realizd el desenmascaramiento de los epitopes colocando
las muestras en citrato de sodio a 0.01M a un pH de 6 durante 15 minutos en bafio
maria en el horno de microondas. Posteriormente se incub6 con el anticuerpo
primario (PCNA Rabbit polyclonal sc-7907, USA) a una dilucion 1:50 por 24 horas;
después se enjuagaron con PBS-Twin al 0.1%, y se incubaron con el anticuerpo
secundario (biotinylated goat anti rabbit igG, USA vector) a una dilucion 1:200
biotinilado por 2 horas, se enjuagaron con PBS-Twin, luego con el complejo
Avidina-HRP Biotinilada (AB) por 1 hora, se enjuagaron con PBS-Twin y se
revelaron con diaminobencidina (DAKO, Dinamarca), finalmente se contrastaron
con hematoxilina, se enjuagaron y se dejaron secar para montarlas con entellan.
Se determiné en 10 tubulos seminiferos por animal, cortados transversalmente en
etapa VIII del ciclo del epitelio seminifero; la proporcién de células en la periferia
positivas al anticuerpo en relacion al area del epitelio seminifero de cada uno de
los tubulos observados se realizé con el sistema de andlisis de imagenes (Image-
Pro Plus 6.0).

Determinacion de apoptosis por la técnica de TUNEL

La muerte celular por apoptosis se determin6 mediante la técnica de TUNEL,
usando el kit In Situ Cell Death Detection Kit (Sigma, México). Se realizaron cortes
de tejido incluido en parafina de 4 um de grosor, colocandose en portaobjetos
previamente cubiertos con poly-L- lisina (SIGMA, México). Las laminillas se
desparafinaron en estufa durante 30 minutos a 60°C e hidrataron en alcoholes
graduales de Xilol, alcohol absoluto al 100%, alcohol absoluto al 90%, alcohol

absoluto al 80%, alcohol absoluto al 70%. Para lograr la identificacion de las
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células germinales, las laminillas se lavaron con la solucién balanceada de Hanks
(GIBCO, NY, USA) y se incubaron con DAPI (SIGMA, México) en una
concentracion de 1ug/ml, posteriormente se les colocé 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, USA) e incubaron en una solucion permeabilizadora de Triton X-100 al
0.1% (SIGMA- Aldrich, St. Louis Mo, USA). Posteriormente se lavaron con PBS e
incubaron en la solucion de TUNEL (Roche Diagnostic Corporation, USA). 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 al area por tubulo

seminifero. Se contaron al menos 30 tubulos seminiferos por animal.

Determinacion de la actividad de SOD y catalasa

Para obtener la actividad enzimatica de SOD y Catalasa, se realizo la valoracion
de la concentracion de proteina. Esto se realiz6 mediante el método de Lowry,
empleando el kit Protein, Micro Lowry, Modification (Sigma-Aldrich, México). El
proceso se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La actividad de SOD se midioé usando un kit de actividad de SOD (Enzo Life
Sciences, Inc. Farmingdale, New York). Este ensayo evalla la capacidad de SOD
para reducir la concentracion de iones superoxido, generada a partir de la
conversion de xantina y oxigeno en acido Urico y perdxido de hidrégeno por
xantina oxidasa. La actividad de SOD se determind a partir del porcentaje de
inhibicion de la velocidad de formacion de WST-1formazan, un producto coloreado
que absorbe luz a 450 nm. Cada muestra se cargd en una placa de 96 pocillos.
Inmediatamente después de la adicion de xantina, la placa se transfirio a un lector
de placas Modulus™ Il Microplate Reader (Turner BioSystems, Inc. USA) y la
absorbancia se midié a 450 nm cada minuto durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La actividad de SOD en las muestras se calculd correlacionando el
porcentaje de inhibicion de formacion de WST-1formazan con el logaritmo de las
unidades SOD en una curva de calibracion estandar.

Para la determinacion de Catalasa se utilizd el kit Catalasa fluorometric
detection (Enzo Life Sciences, Inc. Farmingdale, New York). En placas de 96

pOZz0Ss se asignaron pozos curva, pozos muestra y pozos blanco. Se pipetearon 50
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ul del estandar o de la muestra en los respectivos pozos, seguidos de 50 ul de
H202 en cada pozo. La actividad de catalasa se evalu6 mediante la reaccion de
degradacion de H20:2 realizada por catalasa, a temperatura ambiente. Se utilizé un
reactivo de deteccion no fluorescente para medir el substrato de H202 sobrante de

la reaccion. Se midid la fluorescencia a 600 nm.

Determinacion sérica de testosterona

Se obtuvo sangre por puncion cardiaca el dia 86 dpp, misma que se dejo reposar
1 hy se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos, para obtener el suero de cada
muestra y se almacenaron en ultracongelacion. Posteriormente, los sueros se
depositaron en tubos de 1ml, se homogeneizaron e introdujeron en el equipo de
quimioluminiscencia  Architect i1000SR, analizador de Inmunoensayo
completamente automatizado con una alta sensibilidad de hasta 12 ng/ml,
especificidad, con CV intra ensayo de 3% e inter ensayo de 5%. Inicialmente el
equipo combina muestras, diluyentes especificos de ensayo y microparticulas
paramagnéticas recubiertas de anti-testosterona  (oveja, monoclonal).
Posteriormente, la testosterona presente en la muestra se une a las
microparticulas recubiertas con anti-testosterona. Después de la incubacion, se
aflade conjugado de testosterona marcado con acridinio a la mezcla de reaccién.
Después de una incubaciéon y un lavado adicional, se afiaden soluciones de Pre-
Trigger y Trigger a la mezcla de reaccion. La reaccién quimioluminiscente
resultante se mide como unidades de luz reactiva. Existiendo una relacion inversa
entre la cantidad de testosterona y las unidades de luz reactiva detectadas por la
Optica del sistema ARCHITECT. La concentracion final se expres6 en ng/ml.

Anéalisis estadistico

Se empled estadistica descriptiva para presentar los datos agrupados de acuerdo
a las variables estudiadas en cada instancia (Anexo lll), previa comprobacion de
homogeneidad de varianzas. Las variables que cumplieron con los supuestos del
analisis de varianza se corrieron como muestras paramétricas y las variables que
no cumplieron con los supuestos del andlisis se corrieron como no paramétricas.
Para el andlisis de valores paramétricos del IH, IM, AE, IA, IP y SOD se empled

ANOVA, seguida de una comparacion mdultiple de Tukey (Anexo 1V). Para el
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andlisis estadistico de valores no paramétricos de IG, concentracién sérica de
Testosterona, concentracion espermatica, espermatozoides normales, % de
movilidad espermatica, % de viabilidad espermatica, alteraciones morfoldgicas del
espermatozoide y catalasa, se realiz6 una comparacion multiple con la prueba de
Kruskal Wallis y Mann-Whitney (Anexo V). Se consider6 en todos los casos una
significancia de p<0.05. Los datos se procesaron de manera individual por grupo

sin sacar promedios mediante el programa estadistico SSPS Statistics 22.

Resultados
Se observo en los animales controles que el descenso testicular se concluy6 al dia

21 dpp y en los animales con induccion de CO por la administracion de 17(-
estradiol, una vez retirado el esteroide a los 33 dpp, el descenso testicular

espontaneo se llevé a cabo al 43 dpp.

indice gonadosomatico

En la variable del indice gonadosomatico (Anexo V. tabla D) al comparar al CS con
cada grupo control no se observaron diferencias significativas entre estos grupos
(p>0.05); al comparar al grupo CS con cada grupo con CO, se observé una
tendencia a la baja sin diferencia significativa (p>0.05). Al comparar el grupo CO/V
con cada uno de los demas grupos con CO no mostro diferencias significativas

entre estos grupos (p>0.05), Figura 2.
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Figura 2. indice Gonadosomatico de la rata. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas grupos)y b, p<0.05 (CO vs
cada uno de los demds grupos) . Control sano (CS), control sano- vehiculo (CS/V), control sano con EGCG
(CS/EGCG), control sano-vehiculo-EGCG (CS/V/EGCG), CO- vehiculo (CO/V), CO- EGCG a una dosis de 15
mg/kg, CO-EGCG a una dosis de 25 mg/kg. Se observa una tendencia a la baja en los grupos con CO en
comparacion con CS.

Valoracion espermatica

En cuanto a las variables de concentracion espermatica y espermatozoides
normales, al comparar CS con cada uno de los demas grupos, se encontrd
diferencia significativa con CO/EGCG25, CO/EGCG15 y CO/V; también se
observé diferencia significativa al comparar CO/V con los grupos controles y con
CO/EGCG25, el cual tuvo diferencia con CO/EGCG15. En la variable de movilidad
el grupo CO/EGCG25 presento diferencia significativa al compararlo con CS, CO/V
y CO/EGCG15. En el porcentaje de viabilidad el grupo CS al compararlo con cada
uno de los demas grupos se observé diferencia significativa con CO/V, el cual

presento diferencia con los grupos controles.

Por otro lado a una dosis de 25 mg de EGCG (CO/EGCG25) se observo un
aumento en las alteraciones del espermatozoide como dobles colas, con gota

citoplasmatica y con doble cabeza (p<0.05) Cuadro 1.
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Grupos Concentracion Espermatozoides Movilidad Viabilidad
experimentales espermatozoides/ml normales (%) (%) (%)

csiv 67900(60 000,75 800)° 99(98.5,95)" 98.5(96,100)° 88.5(86, 93)°

CSIVIEGCG 68350(56 800, 70 400) 91(75,92) 97.5(95,99)° 93.5(86, 96)°
b

CO/EGCG 15 49 350 (40 600, 58 89(73, 95)? 86.5(46,97) 75.5(44.5, 87)
800)"

Grupos Cabeza de alfiler Doble cabeza Doble cola Gota
experimentales (%) (%) (%) citoplasmatica
%

csiv 1.5(1, 5)° 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)

CSIVIEGCG 8.5(8,25)° 0(0,1) 0(0,0) 0(0,0)

CO/EGCG 15 11(5,23)° 0(0,0) 0(0,5) 0(0,0)

Cuadro 1. Valores espermaticos representados como mediana (valor minimo y maximo) de los diferentes grupos experimentales. a,
p<0.05 (CS vs cada uno de los demads grupos) b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) ¢, p<0.05 (CO/EGCG15 vs
CO/EGCG25). Tabla E- Tabla L.
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Andlisis histologico

Los grupos controles (Figura 3 a, b, ¢ y d), mostraron una espermatogénesis

completa con la presencia de espermatozoides en la luz del tubulo y la presencia

de células germinales en diferentes estados de desarrollo. En el caso del grupo

CO/V, se observo descamacion y vacuolizacion (Figura 3e). Al administrar 15 mg

de EGCG, el grupo CO/EGCG15 se observé con un menor dafio tubular e

inclusive con espermatozoides en la luz del tabulo seminifero (Figura 3f); pero al

administrar 25 mg de EGCG (CO/EGCG25) se observd un mayor dafio al epitelio

seminifero, con abundante descamacion, vacuolizacion y plegamiento de la

lamina basal (Figura 39).
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Figura 3. Imagenes histoldgicas de los tubos
seminiferos de ratas en diferentes
condiciones experimentales. a) CS, b) CS/V,
c) CS/EGCG, d) CS/V/EGCG, e) CO/V, f)
CO/EGCG15, g) CO/EGCG25.

Se observa que el grupo CO/V (e) vy
CO/EGCG25 (g) presenta mayor cantidad de
alteraciones, éstas disminuyen en el grupo
CO/EGCG15 (f). Plegamiento de la lamina
basal (P), vacuolizacién (V), descamacion
(De), espermatogonia (SS), espermatocito
(Sc), espermatide redonda (Sr), espermatide
elongada (Se), espermatozoide (Sz), célula
de Sertoli (Cs). Azul de Tolouidina. Barra
60um. Inserto barra 20um




Area del epitelio seminifero, Indice de Maduracion e indice Histopatoldgico

En cuanto al AE (Anexo IV, tabla a), el grupo CS Unicamente mostré diferencia
significativa con CS/EGCG, CO/V y con CO/EGCG25. El grupo CO/V mostro una
reduccion significativa (p<0.05) del AE al compararse con el grupo CS, y la
administracion de EGCG no favorecié este pardmetro en los grupos con CO,
observandose inclusive una tendencia a la baja significativa en el grupo
CO/EGCG25.
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Figura 4. Area del epitelio seminifero representado por el valor de la media y el error estandar. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas
grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y ¢, p<0.05 (CO/EGCG15 vs CO/EGCG25). Se observa una diferencia
significativa del grupo CS con los grupos CS/EGCG, CO/V y con CO/EGCG25. En los grupos con CO, el grupo CO/EGCG25 mostrd una
diferencia significativa con respecto al grupo CO/EGCG15.

En cuanto al IH (Anexo 1V, tabla b), los grupos CO/V, CO/EGCG15 vy
CO/EGCG25 mostraron una tendencia a la alta con diferencia significativa
respecto al CS (Figura 5), aumentando las alteraciones histolégicas como
descamacion, vacuolizacion y plegamiento de la membrana basal (Figura 3 e, fy
g), con un comportamiento inverso en el IM (Anexo IV, tabla c) con respecto al
grupo CS (Figura 6). Al administrar la EGCG en dosis baja (CO/EGCG15), estos
pardmetros fueron significativamente (p<0.05) favorecidos (el IH se redujo
33.56% y el IM incrementé 0.7% comparado con el CO/V) no sucedié asi con la
administracion de alta dosis de EGCG (CO/EGCG25) en el cual se observo
abundante descamacion, plegamiento de la lamina basal, vacuolizacion

moderada (Figura 3) y gran cantidad de apoptosis (Figura 7).
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Figura 5. indice histopatoldgico representado por el valor de la media y el error estandar. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas
grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y ¢, p<0.05 (CO/EGCG15 vs CO/EGCG25). Se observé un aumento
significativo de las alteraciones histolégicas en CO/V, CO/EGCG25, las cuales disminuyeron en el grupo CO/EGCG15.
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Figura 6. indice de Maduracién representado por el valor de la media y el error estandar. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas
grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y ¢, p<0.05 (CO/EGCG15 vs CO/EGCG25. Se observo una diferencia
significativa en el grupo CO/V en su comparacién con el CS. Al administrar 15 mg de EGCG se observé un aumento significativo
(CO/EGCG15) que vuelve a disminuir con una dosis de 25 mg de EGCG (CO/EGCG25) comparandolos con el grupo CO/V.
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indice Apoptosico

En cuanto a la variable de células en apoptosis evaluada (Anexo IV, tabla e), al
comparar CS con cada uno de los demas grupos, Unicamente el grupo
CO/EGCG25 se observo con un mayor numero de células en apoptosis (Figura
8g) con una tendencia a la alta significativa (Figura 7) p<0.05, misma que fue
significativa cuando se comparé con el grupo CO/V e inclusive con el grupo
CO/EGCG15 (p<0.05); sin embargo, al administrar una dosis de EGCG de 15 mg,

se observo una ligera tendencia a la alta no significativa por arriba del grupo CO/V
(p>0.05).
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Figura 7. Cuantificacion de células en apoptosis por cada 10, 000 um 2 de tejido testicular, representado por el valor de la media vy el
error estandar. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demds grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y c, p<0.05
(CO/EGCG15 vs CO/EGCG25). Se observd un aumento significativo al administrar 25 mg de EGCG al compararlo con el grupo CS, CO/V y
CO/EGCG15.
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Figura 8. Imagenes en fluorescencia de tubos seminiferos de los diferentes grupos experimentales, en donde se observa la
apoptosis. La primera columna tincién con DAPI y la segunda columna células en apoptosis marcadas por la reaccién de Tunel
(flechas rojas) dentro del AE (lineas rojas punteadas). a. Control sano (CS), b. control sano vehiculo (CS/V), c. control sano-
EGCG (CS/EGCG), d. control sano-vehiculo EGCG (CS/V/EGCG), e. CO-vehiculo (CO/V), f. CO- EGCG a una dosis de 15 mg/kg
(CO/EGCG15), g. CO-EGCG a una dosis de 25 mg/kg (CO/EGCG25). Barra 20um.
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indice de Proliferacion

La proliferacion celular (Anexo IV, tabla d) se vio favorecida al administrar EGCG
a una dosis de 15 mg (CO/EGCGL15), con respecto al CS y a CO/V (p<0.05),
observandose con un aumento del AE y mayor numero de células positivas a la
inmunoreactividad de la proteina PCNA (Figura 10c). Pero al administrar la dosis
alta de EGCG a 25 mg tuvo una disminucion significativa comparandola con
CO/EGCG15 (p<0.05). Por otro lado el grupo CS/V/IEGCG, se observo con un
aumento significativo con respecto a CO/V (p<0.05). Figura 9.
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Figura 9. Proliferaciéon representada por el valor de la media y error estandar. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas grupos); b,
p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demds grupos) y ¢, p<0.05 (CO/EGCG15 vs CO/GCG25). Se observé un aumento significativo en el
grupo CO/EGCG15 en comparacién con el grupo CO/V; asi también, se observé una disminucion significativa en el grupo CO/EGG25 en
comparacion con CO/EGCG15.
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Figura 10. Imagenes histoldgicas de tubos seminiferos de las diferentes condiciones experimentales, en donde se muestra la
inmunoreactividad a la proteina PCNA (puntos negros) caracteristico de la proliferaciéon. Se observan pocas células en
proliferacién en el grupo CO/EGCG25, ademas de una disminucién del area del epitelio seminifero; mientras que en el grupo
CO/EGCG15 se observa mayor cantidad de células en proliferacion por arriba de CS con una p<0.05. Técnica de
Inmunohistoquimica. a. Control sano (CS), b. CO-vehiculo (CO/V), c. CO con 15 mg de EGCG (CO/EGCG15), d. CO con 25 mg de
EGCG (CO/EGCG25). Barra 60 um esta barra.
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Determinacién sérica de Testosterona

En cuanto a la determinacion sérica de testosterona (Anexo V, tabla C). Al
comparar el CS con cada uno de los demas grupos, se observé que los grupos
controles mostraron un comportamiento similar sin diferencia significativa,
excepto el grupo CS/EGCG, el cual se observo con una tendencia a la alta no
significativa (p>0.05); en cuanto a los grupos CO comparandolos con el grupo
CS, mostraron una tendencia a la baja, siendo significativa en el grupo
CO/EGCG25 (p<0.05). Al realizar la comparacion del grupo CO/V con cada uno
de los demas grupos, se observé una diferencia significativa a la alta con el grupo
CS/V, CO/EGCG15 y CS/EGCG, siendo mayor en este ultimo. Finalmente al
comparar al grupo CO/EGCG15 con respecto al CO/EGCG25, se observo en este
ultimo grupo, una disminucioén significativa por la administracion de dosis alta de
EGCG (p<0.05) Figura 11.
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Figura 11. Grafico en donde se observa las concentraciones séricas de Testosterona en los diferentes grupos.
a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demds grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y ¢, p<0.05
(CO/EGCG15 vs CO/EGCG25). Se aprecia un aumento significativo en los grupos CS/EGCG y CO/EGCG15 con

respecto al CS. En el grupo CO/EGCG25 se observa una disminucion significativa con respecto a los grupos CS y
CO/EGCG15.
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Determinacion de la actividad de catalasa

Al evaluar la actividad enzimatica de catalasa (Anexo V, tabla B). Los grupos
controles mostraron un comportamiento similar, sin diferencia significativa entre
ellos (p>0.05). El grupo CO/V mostré una tendencia a la baja no significativa
(p>0.05), con respecto a los grupos controles. Pero la administracion de dosis baja
de EGCG en el grupo CO/EGCG15, mostrdé un aumento significativo, el cual se
incrementd también de manera significativa a dosis alta de EGCG en el grupo
CO/EGCG25, ambos con respecto al grupo CO/V (p<0.05).

Actividad de catalasa
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Figura 12. Actividad enzimatica de catalasa testicular, representada por el valor de la media y error estandar, la escala se muestra en
Ul/mg de proteina. a, p<0.05 (CS vs cada uno de los demas grupos); b, p<0.05 (CO/V vs cada uno de los demas grupos) y ¢, p<0.05
(CO/EGCG15 vs CO/EGCG25). Se observd una tendencia a la baja en la actividad de catalasa, en el grupo CO/V comparandolo con CS,
que al administrar una dosis de 15 mg de EGCG aument? significativamente; incrementandose alin mas a una dosis de 25 mg de EGCG
en el grupo CO/EGCG25, ambos con respecto al grupo CO/V.
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Determinacion de la actividad de SOD

Los resultados obtenidos (Anexo V, tabla A) no mostraron diferencias significativas

entre los grupos estudiados (p<0.05).
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Figura 13. Actividad enzimética de Super Oxido Dismutasa testicular, representada por el valor de la media y error estdndar, los
resultados se muestran en Units/pL.
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Discusion
El descenso testicular es un proceso importante para el desarrollo de la
espermatogénesis. Una alteracion en su mecanismo, en pacientes con CO y
orquidopexia a los 6 meses de edad, plantea que el 35% tendra problemas de
fertilidad, aun con la cantidad adecuada de células testiculares al momento de

la cirugia (Hadziselimovic y col. 2005).

Actualmente, algunos estudios sugieren que la cirugia tiene un papel
limitado en la preservacion de la fertilidad en pacientes con criptorquidia. Por lo
tanto, se recomienda la cirugia a una edad temprana (Rubenwolf y Stein 2013).
Esto debido a que los resultados observados incluso en pacientes que se
sometieron a cirugia a una edad temprana, enfatizan la necesidad de
evaluaciones adicionales (histolégicas, genéticas, etc.) y posiblemente de un
tratamiento hormonal, con la finalidad de preservar la fertilidad en esos
pacientes (Adomaitis y col. 2016). Aunque la orquidopexia temprana parece
mejorar el desarrollo testicular y favorecer la espermatogénesis, existen pocos
estudios sobre la fertilidad en pacientes con CO y cirugia, sugiriendo una
disminucién en los pardmetros espermaticos por debajo del limite inferior
reportado por la OMS. Se ha observado mayor afectacibn en aquellos
pacientes que cursaron con CO bilateral que en pacientes con CO unilateral.
Algunos otros estudios sugieren que en pacientes con CO unilateral y cirugia,
sus parametros espermaticos se mantienen en el limite inferior reportado por la
OMS. Esto sugiere que inclusive el testiculo contralateral no es capaz de
mantener una espermatogénesis en cantidades favorables para beneficiar la
fertilidad. Por otro lado, también se han evaluado los parametros hormonales
en pacientes con CO, sugiriendo que los parametros hormonales se encuentran
anormales solo cuando ambos testiculos se ven afectados (Rusnack y col.
2003; Hadziselimovic y col. 2005; Kojima y col. 2009).
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Por otra parte, también se encuentran aquellos pacientes que cursaron
con CO y descenso espontaneo tardio. En donde en el periodo de CO
temporal, sus testiculos fueron sometidos a altas temperaturas en un periodo
critico de diferenciacion y de proliferacion de células testiculares. Estos
individuos no han sido estudiados y pueden estar contribuyendo a las
estadisticas de infertilidad, ademas de aquellos hombres infértiles que tuvieron
una historia de CO y orquidopexia, los cuales acuden a las clinicas de

infertilidad y son diagnosticados con infertilidad idiopatica (Goel y col. 2015).

Al estar sometidos por un periodo que puede ser de unos meses hasta un
afio de edad, a una temperatura superior a la escrotal, el o los testiculos se
exponen a estrés calorico, lo que conduce a estrés oxidante. Esto produce
dafios a las células testiculares, ocasionando probablemente, un fracaso en su
maduracion, principalmente a nivel de Cs, en donde estudios sugieren que un
estado criptorquidico probablemente ocasiona su desdiferenciacion (Nistal y
col. 2013).

En la actualidad, se han realizado estudios para disminuir el dafio
producido por las ERO en la CO (Kumagai y col. 2002; Vigueras y col. 2009;
Vigueras y col. 2011; Azari y col. 2014; Kheradmand y col. 2014); sin embargo,
no existen reportes de la administracién de un antioxidante como tratamiento en
el testiculo no descendido en espera de su descenso espontaneo. Debido a
esto, en este trabajo se analiz6 el efecto antioxidante de la EGCG como
protector en testiculos no descendidos temporalmente y con descenso
espontaneo tardio.

Los datos obtenidos en este trabajo en los grupos con CO concuerdan
con estudios previos en donde se observé una incompleta maduracién a nivel
de las células testiculares (Nistal y col. 2013), lo cual podria estar provocado
por una incompleta maduracion del eje hipotalamo- hipofisis- testicular,
acomparfado de anomalias citolégicas a nivel testicular, incluyendo reducciones
en el numero de células de Leydig y el proceso de maduracion de las células
testiculares (Hadziselimovic y col. 2005). Asi mismo se plantea, que la EGCG a
una dosis de 15 mg, disminuye algunos de los dafios en el testiculo no
descendido aumentando el IM del epitelio seminifero, el AE y en consecuencia

el IG, asi como los pardmetros espermaticos (Cuadro 1) con respecto al grupo
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CO/V.

Esto posiblemente se debié a que la EGCG disminuyd el proceso de
lipoperoxidacién, cediendo hidrégenos de su grupo hidroxilo para estabilizar a
los RL, disminuyendo de ésta manera las ERO (Dias y col. 2017), deteniendo el
dafio histologico y mejorando la espermatogénesis. Esto atribuido a su
actividad antioxidante en el metabolismo celular (Dias y col. 2017), lo que
probablemente permitié la recuperacion parcial de las lesiones testiculares. Por
otro lado, a una dosis de EGCG de 25 mg se observo el efecto contrario, con
un aumento en las alteraciones a nivel del espermatozoide como doble cabeza,
doble cola, gota citoplasmatica e indice apoptosico. Las diferencias entre los
grupos experimentales, podrian sugerir que los efectos observados pueden ser
dependientes de la dosis de EGCG, puesto que a una dosis alta usada en este
estudio favorece las alteraciones a nivel del espermatozoide. También se
incrementa el indice apoptésico, ocasionando una disminucién en la
concentracion espermatica, en los espermatozoides normales y en el
porcentaje de movilidad; por lo que es empleada por su capacidad de favorecer
la apoptosis, para diferentes tipos de cancer y a dosis bajas parece beneficiar el
efecto protector a nivel celular (Xu y col. 2016; Dias y col. 2017; Guo y col.
2017; Meng y col. 2017; Singh y col. 2016; Qi y col. 2017).

El hecho de haber presentado alteraciones ligeras en el area (Figura 4),
en el IH (Figura 5) e IM (Figura 6) aun con descenso testicular tardio,
demuestra que durante el tiempo que los testiculos fueron criptorquidicos
posiblemente las pre espermatogonias o también llamados gonocitos, no
lograron su diferenciacién y se condujeron a la apoptosis, a través de algunos
de los siguientes escenarios hipotéticos: a) los gonocitos no respondieron a las
sefales de diferenciacion enviadas por las Cs. b) las Cs no enviaron factores
de diferenciacion a los gonocitos como el factor de células troncales, las
moléculas de adhesién celular neuronal, el acido retinoico entre otros c) las Cs
no enviaron factores antiapoptésicos o de sobrevida (familia de proteinas Bcl-2)
ocasionando que se murieran gonocitos (Nistal y col. 2013), lo que condujo a
una ligera reduccion del nimero de espermatogonias que repercutio en el AE.
También puede presentarse un dafio directo y permanente a las
espermatogonias (Virtanen y col. 2007). El hecho de no presentar apoptosis

(Figura 7) incrementada en los grupos de estudio (excepto el grupo
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CO/EGCG25) sugiere la participacion de otro tipo de muerte celular como
puede ser la autofagia, como recientemente se ha investigado, sugiriendo asi
mismo una sinergia de ambos mecanismos para inducir la muerte y
degeneracion de las células germinales (Zhang y col. 2012).

Cabe mencionar que estudios previos, en donde se ha evaluado la
actividad anticancerigena de la EGCG en dos lineas celulares de cancer de
es6fago (Ecal09 y Ec9706) fueron seleccionadas para probar el efecto
anticancerigeno de EGCG en células escamosas esofagicas de carcinoma. Los
efectos supresores de tumores de EGCG contra las células de cancer de
esofago fueron investigadas in vitro a diferentes concentraciones y tiempo
dependientes (Liu y col. 2017). Esto ha llevado a la conclusion que a una dosis
baja la EGCG tiene un efecto protector y a una dosis alta activa la apoptosis.
En otro estudio se investigo el efecto del tratamiento con EGCG en una linea
celular de cancer de es6fago humano (ECal09), en donde fueron cultivadas y
tratadas con concentraciones crecientes de EGCG, los resultados demostraron
gue después del tratamiento con EGCG, la viabilidad de las células ECal09 se
redujo significativamente, mientras que la tasa de apoptosis se increment6
significativamente, de una manera dependiente de la dosis y del tiempo en
comparacién con las células no tratadas (P <0.01). Con base a lo anterior
concluyeron que la EGCG puede inducir la apoptosis de células ECal09 e
inhibir el crecimiento celular (Meng y col. 2017). Esto es a través de vias que
implican la modulacién epigenética pro-oxidante de genes relacionados con la
apoptosis como el de la caspasa 3 (Liu y col. 2017). Asi mismo se sugiere que
la Caspasa 3 es regulada a la alza en una dosis dependiente, después del
tratamiento con EGCG al mismo tiempo que regula la disminucion del potencial
de membrana mitocondrial y en consecuencia disminuye la proliferacion celular
(Dias y col. 2017) a través de la modulacion de la progresion del ciclo celular
(Liu y col. 2017) y en consecuencia la espermatogénesis (Dias y col.2017).

Algunos estudios reportan que la EGCG posee un efecto modulador dosis
dependiente en cultivo de Cs humana, en donde se mide la funcionalidad
mitocondrial y el perfil oxidante, utilizando dos dosis de EGCG unaa5mgy la
otra a 50 mg. Sin embargo, a pesar de mantener la funcionalidad del ciclo de
Krebs, la EGCG a una dosis de 50 mg disminuye el potencial de la membrana

mitocondrial de Cs, lo que podria comprometer la produccion de ATP; ademas
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de aumentar el consumo de glucosa y de piruvato. Curiosamente, en la dosis
de 5 mg, los dafios oxidativos a las proteinas y los lipidos disminuyeron, siendo
valiosa ésta informacion para el estudio de la infertilidad humana (Dias y col.
2017).

Algunos estudios demuestran que el uso de EGCG en ratones con
radioterapia, es capaz de disminuir el estrés oxidativo a nivel de diferentes
sistemas, encontrando que después de la radiacion, en los pacientes con una
dosis de EGCG se inhibieron vias apoptésicas, asi como el dafio oxidativo
testicular, restaurandose la peroxidacion lipidica casi a sus valores normales.
Esto aumento la sobrevida de las células germinales y favorecio el
mantenimiento de las uniones con Cs, debido a lo cual posiblemente estén
involucradas vias paracrinas de sefializacion entre Cs y células germinales
(Feng y col. 2017). En este estudio la tendencia a disminuir las ERO por parte
de la EGCG a una dosis de EGCG de 15 mg, provoco una disminucion del IH y
del IA, aumentando el numero de células germinales, reflejandose en el AE, lo
cual permite proponerla como tratamiento protector en los testiculos no
descendidos.

En cuanto a los resultados obtenidos en la concentracion sérica de
testosterona con respecto a los grupos CS y CO/EGCG15 (Figura 11), al aplicar
una dosis de EGCG de 25 mg se observé una disminucion en la concentracion
sérica de testosterona. Esto posiblemente se debe a que la EGCG es capaz de
inhibir la produccion de testosterona, por un efecto directo a nivel testicular en
las células de Leydig regulando la secrecion de testosterona (Figueroia y col.
2009) independientemente de cualquier efecto del farmaco sobre la secrecion de
gonadotropina; ademas de que contribuye a la reduccién en la capacidad
esteroidogénica celular. Sin embargo, al aplicar una dosis de EGCG de 15 mg
se observdO un aumento sérico de testosterona alcanzando inclusive a los
controles, lo que sugiere que la inhibicibn puede ser dependiente de la
concentracion de EGCG (Figuerioa y col. 2009).

Los resultados observados en cuanto a la determinacion de la actividad
enzimatica de catalasa (Figura 12) concuerda con lo reportando en estudios

previos en donde se investigaron los efectos antioxidantes de las vitaminas C y
E sobre el estrés oxidativo inducido por la CO en ratas, observandose que

cuando se administran por separado, las vitaminas C y E aumentan el recuento
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de células germinales, asi como la actividad enzimatica de catalasa, en
comparacion con las ratas con CO. Por tanto sugieren que la administracion
separada de vitaminas E y C disminuyen la pérdida de células germinales y el
estrés oxidativo en la CO, contrario a cuando se combinan; asi mismo, se
sugiere la actividad enzimatica de catalasa como un indicador de estrés
oxidante (Afolabi y col. 2012). En cuanto a la actividad enzimatica encontrada
en los grupos experimentales con la administracion de EGCG, coincide con
otros estudios, en donde se ha evaluado el efecto de EGCG en dicha actividad
enzimética de SOD y catalasa. Se sugiere que la EGCG tiene efecto
Unicamente sobre la actividad de catalasa, probablemente dicha activacion
enzimatica indica la participacion en la regulacion enzimatica de Rel/NF-kB, un
factor de transcripcion sensible a la oxido reduccion celular. Por lo cual debido
al aumento de EROS, el factor de transcripcion podria ser estimulado,
activando la primera linea de defensa del sistema antioxidante enddgeno
(Yamamoto y col. 2004; Meng y col. 2008).

En un estudio reciente (Qi y col. 2017) reportaron que la EGCG posee un
efecto protector antioxidante, en la degeneracién de la retina; en donde la
estructura y funciéon de la retina de ratas fueron evaluados mediante tomografia
de coherencia Optica, histologia, electrorretinografia, la expresion de los ARNm
de varios genes involucrados en el estrés oxidativo fueron cuantificados por
PCR antes de someter a la retina a estrés y 24 h después. En ese estudio se
concluy6 que la EGCG administrada por via sistémica protege la estructura y
funcién de la retina de ratas contra el dafio oxidativo provocado bajo diodo de
emision de luz blanca (LD) (10.000 lux) durante 5 h. Otro estudio también
reporta el efecto de la EGCG en la integridad mitocondrial y la actividad
enzimética antioxidante, determinantes de las ERO, en la acumulacion de RL
probablemente subyacente al mecanismo de envejecimiento en fibroblastos
diploides humanos (HDF); en donde se evalud la citotoxicidad de la EGCG,
encontrando valores citotoxicos para HDF jovenes y viejos; los HDF tratados
con EGCG a 25 y 50 uM durante 24 h, presentaron un aumento considerable
de catalasa, SOD1, SOD2, y Glutatién peroxidasa, asi como sus actividades
enzimaticas. Protegiendo asi los HDF contra el dafo oxidativo inducido por
H202, acompaiado con una disminucion de la acumulacion intracelular de ERO

y un potencial mitocondrial bien mantenido. Por otra parte, los HDF tratados
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con EGCG a 12.5 pM mostraron menos ERO intracelular con mayor potencial
mitocondrial, sin dafio al DNA mitocondrial, elevada la actividad antioxidante, en
comparacioén con los del grupo no tratado. En conjunto, en este estudio se
investigaron los efectos de EGCG en la regulacion de la integridad mitocondrial
y la actividad enzimatica antioxidante de los HDF, lo que sugiere que EGCG
puede ser considerado uno de los posibles reactivos antienvejecimiento en el
futuro (Meng y col.2017).

Es de sumo interés considerar que los efectos de la EGCG reportados en
este estudio a una dosis de 25 mg pueden ser de importancia clinica ya que la
EGCG actia como anticancerigeno. Algunos estudios sugieren que la EGCG
tiene la capacidad de bloquear e inhibir varias sefiales moleculares que influyen
en la cadena de eventos moleculares lo que lleva al inicio y la progresion del
cancer (Dhatwalia y col. 2018) inhibiendo la proliferacion e induciendo la
apoptosis de varios tipos de tumores (Feng y col. 2017; Meng y col. 2017; Liu y
col. 2017). Casi todos los tipos de canceres tienen transduccion de sefial
alterada incluyendo las moléculas de sefalizacion que conducen a la division
celular incontrolada. Entonces, estas moléculas de sefializacion son reconocidas
como blancos potenciales contra el cancer. La EGCG tiene la afinidad de unirse
a receptores de membrana e interfiere en el proceso de division celular durante
la etapa de progresion del cancer. La EGCG también ha sido conocida por
regular las actividades de diversos receptores de factores de crecimiento,
uniéndose especificamente al receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas y por lo tanto interfiere en la transduccion de sefales celulares.
También tiene la capacidad de inducir la fosforilacion mediada por peréxido de
hidrégeno de los receptores de insulina que inhiben la tirosina, conduciendo a la
interrupcién de eventos favorables para la proliferacién de células cancerosas.
Ademas, aumenta la expresion del receptor de laminina (67LR) apuntando a las
células tumorales especificamente a través de induccion de la apoptosis a traves
de 67LR (Dhatwalia y col. 2018).
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Conclusion
Estos resultados sugieren que la administracion de 15 mg de EGCG favorece

algunos parametros de fertilidad como la concentracion, morfologia, movilidad,
viabilidad espermatica, area del epitelio seminifero, indice de maduracion,
proliferacion, concentracion de testosterona, asi como la actividad de catalasa

en un modelo con criptorquidia y descenso espontaneo tardio.
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Anexos

Anexo |. indice de Maduracién del epitelio seminifero. Tomado de 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.
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Anexo Il. indice Histopatologico (Vigueras y col. 2009)

Dano observado

Plegamiento de la lamina basal

Vacuolizacién, células multinucleadas y/o picnosis.

Ausencia de espermatidas

Ausencia de espermatocitos

Ausencia de espermatogonias

Ausencia de todo tipo celular
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Anexo lll. Variables

Variable respuesta Tipo Escala de
Medicion
Actividad de SOD Cuantitativa Ul/mg proteina
continua
Actividad de catalasa Cuantitativa Ul/mg proteina
continua
Indice Histopatoldgico Cuantitativa Valores arbitrarios
discontinua
Area del epitelio seminifero. Cuantitativa um?
continua
indice de maduracion Cuantitativa Valores arbitrarios
(Johnsen). discontinua
Concentracion sérica de Cuantitativa ng/dL
Testosterona continua
Concentracion espermatica Cuantitativa Espermatozoides/ml
discontinua
Espermatozoides normales Cuantitativa porcentaje
discontinua
Movilidad espermética Cuantitativa porcentaje
discontinua
Viabilidad espermatica Cuantitativa porcentaje
discontinua
Espermatozoides con cabeza Cuantitativa porcentaje
de alfiler discontinua
Espermatozoides con doble Cuantitativa porcentaje
cola discontinua
Espermatozoides con doble Cuantitativa porcentaje
cabeza discontinua
Espermatozoides con gota Cuantitativa porcentaje
citoplasmatica discontinua
indice de Proliferacion (IP) Cuantitativa Numero de células
continua positivas/10000um?
indice Apoptdsico (I1A) Cuantitativa Numero de células
continua positivas/10000pm?
Indice Gonadosomatico (IG) Cuantitativa porcentaje
continua
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Anexo IV. Mediay error estandar de variables respuesta paramétricas

Tabla a

Variable respuesta: Area del epitelio seminifero (AE)

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicion: pm?

Grupo experimental Media Error estandar

CS 71971.6075 1671.57547
CS/V 66834.168 1318.78401
CS/EGCG 65287.4832 894.563289
CS/V/EGCG 67372.2876 1566.25198
Cco/V 64177.6279 1116.7867
CO/EGCG 15 66743.5789 1207.71062
CO/EGCG 25 53059.412 1743.64004
Tablab

Variable respuesta: indice Histopatologico (IH)

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicién: Valores arbitrarios

Grupo experimental Media Error estandar

CS 0.705 0.0759
CS/V 0.725 0.1014
CS/EGCG 1.013 0.0819
CS/V/EGCG 1.032 0.128
Cco/V 2.717 0.1445
CO/EGCG 15 1.805 0.0961
CO/EGCG 25 3.583 0.1383
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Tabla c

Variable respuesta: indice de Maduracion (IM)

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicion: Valores arbitrarios

Grupo experimental Media Error estandar

CS 10 0
CS/V 10 0
CS/EGCG 10 0
CS/V/EGCG 10 0
co/V 9.2 0.0898
CO/EGCG 15 8.595 0.0638
CO/EGCG 25 8.658 0.1001
Tablad

Variable respuesta: indice de Proliferacion

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicion: Niumero de células positivas/ 10000um?

Grupo experimental Media Error estandar

CS 53.0821064 1.12235114
CS/V 46.0115707 1.50245174
CS/EGCG 54.3608978 1.15891048
CS/V/EGCG 61.0785004 2.41879058
Cco/V 47.8853438 1.12673587
CO/EGCG 15 67.0662507 2.21797984
CO/EGCG 25 23.6960189 0.96135265
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Tabla e

Variable respuesta: indice Apoptésico (I1A)

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicién: nimero de células positivas/ 10000um?

Grupo experimental Media Error estandar

CS 0.03730003 0.00274537
CS/V 0.03893461 0.00362827
CS/EGCG 0.04361833 0.00359663
CS/V/EGCG 0.03868275 0.003541
Cco/V 0.03673471 0.00277935
CO/EGCG 15 0.07664855 0.02742911
CO/EGCG 25 0.39527809 0.07580041
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Anexo V. Mediana, Rango minimo y Rango maximo de variables respuesta

no paramétricas

Tabla A

Variable respuesta: SOD

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicién: Ul/mg de proteina

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 0.116512 0.11427699 0.11878226 | 0.00123178
CS/V 0.11916132 0.11817525 0.12220108 | 0.00088438
CS/EGCG 0.11307949 0.11065271 0.11814223 | 0.00164393
CS/V/EGCG 0.10954982 0.10312056 0.12651468 | 0.00531863
Cco/V 0.12182657 0.11480219 0.13268115 | 0.00388721
CO/EGCG 15 0.11119697 0.10030498 0.12083866 | 0.00333093
CO/EGCG 25 0.118889 0.10702607 0.1280453 | 0.00334099
Tabla B

Variable respuesta: Catalasa

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicién: Ul/mg de proteina

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error

experimental maximo estandar
CS 0.366021158 0.364274801 0.36821341 | 0.00080956
CS/V 0.343738744 0.339222503 0.34483235 | 0.00125208
CS/EGCG 0.320666883 0.319571857 0.32173495 | 0.00045158
CS/V/EGCG 0.308252161 0.307230381 0.30888856 | 0.00035766
Cco/V 0.238062291 0.235783818 0.23919949 | 0.00071642
CO/EGCG 15 0.350012576 0.344361925 0.35282979 | 0.00134684
CO/EGCG 25 0.388900837 0.386599792 0.38953889 | 0.00056122
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Tabla C

Variable respuesta: Testosterona

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicion: ng/dL

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 549.145 138.28 920.11 | 189.858879
cS/V 305.32 201.53 570.32 | 109.798661
CS/EGCG 1274.55 517.83 2731.7 | 457.223754
CS/V/EGCG 610.205 585.79 634.62 24.415
Cco/V 36.865 31.71 163.6 | 32.1696215
CO/EGCG 15 229.17 61 368.17 | 45.6029818
CO/EGCG 25 17.73 6.31 45.34 | 9.36835665
Tabla D

Variable respuesta: indice Gonadosomatico

Tipo: Cuantitativa continua

Escala de medicion: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 0.56 0.49 0.57 | 0.01900544
CS/V 0.52 0.50 0.55 | 0.01636316
CS/EGCG 0.50 0.43 0.51 | 0.01625673
CS/V/EGCG 0.49 0.45 0.53 | 0.04081592
Cco/V 0.36 0.33 0.44 | 0.02550886
CO/EGCG 15 0.34 0.26 0.46 | 0.02988627
CO/EGCG 25 0.34 0.27 0.36 | 0.021963
Tabla E

Variable respuesta: Espermatozoides normales

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicién: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error

experimental maximo estandar
S 100 100 100 0
CS/V 98.5 95 99 | 0.94648472
CS/EGCG 92.5 90 95 | 1.19023807
CS/V/EGCG 91 75 92 | 4.11045415
co/V 76 62 79 | 3.81608438
CO/EGCG 15 89 73 95 | 3.16872472
CO/EGCG 25 45.5 32 63 | 8.14964212
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Tabla F

Variable respuesta: Espermatozoides con cabeza de alfiler

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicidn: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 0 0 0 0
CS/V 1.5 1 5 | 0.94648472
CS/EGCG 7.5 5 10 | 1.19023807
CS/V/EGCG 8.5 8 25 | 4.17332801
Cco/V 24 19 38 | 4.0901304
CO/EGCG 15 11 5 23 | 2.43416722
CO/EGCG 25 10.5 6 28 | 4.90535422
Tabla G

Variable respuesta: Espermatozoides con doble cola

Tipo: Cuantitativa discontinua Escala de medicidn: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 0 0 0 0
CS/V 0 0 0 0
CS/EGCG 0 0 0 0
CS/V/EGCG 0 0 0 0
Cco/V 0 0 0 0
CO/EGCG 15 0 0 5| 0.8123201
CO/EGCG 25 33 3 47 | 9.49561302
Tabla H

Variable respuesta: Espermatozoides con doble cabeza

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicién: Ul/mg de proteina

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error

experimental maximo estandar
CS 0 0 0 0
CS/V 0 0 0 0
CS/EGCG 0 0 0 0
CS/V/EGCG 0 0 1 0.25
co/V 0 0 1 0.25
CO/EGCG 15 0 0 0 0
CO/EGCG 25 9 2 11 | 1.97378655
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Tabla |

Variable respuesta: Gota citoplasmatica

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicion: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 0 0 0 0
CS/V 0 0 0 0
CS/EGCG 0 0 0 0
CS/V/EGCG 0 0 0 0
Cco/V 0 0 1 0.25
CO/EGCG 15 0 0 0 0
CO/EGCG 25 2.5 1 6 | 1.08012345
Tabla J

Variable respuesta: Concentracion espermatica

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicion: Espermatozoides/ml

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error
experimental maximo estandar
CS 68850 67300 69400 | 463.680925
cS/V 67900 60000 75800 | 3773.81328
CS/EGCG 66250 59000 69500 | 2240.72161
CS/V/EGCG 68350 56800 70400 | 3152.34701
Cco/V 40900 19700 70300 | 6956.11609
CO/EGCG15 49350 40600 58800 | 4004.03442
CO/EGCG 25 10500 4500 30100 | 5952.92295
Tabla K

Variable respuesta: Movilidad espermatica

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicion: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error

experimental maximo estandar
CS 86.75 79 99 | 4.65642477
CS/V 98.5 96 100 | 1.03077641
CS/EGCG 79.5 77 83 1.25
CS/V/EGCG 97.5 95 99 | 0.85391256
co/V 81 75 87 | 3.18852108
CO/EGCG 15 86.5 46 97 | 7.10370221
CO/EGCG 25 1.5 0 52.5 | 12.8798535
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Tabla L

Variable respuesta: Viabilidad espermatica

Tipo: Cuantitativa discontinua

Escala de medicion: porcentaje

Grupo Mediana Rango minimo | Rango Error

experimental maximo estandar
CS 87.25 82 95 | 2.72622297
cs/V 88.5 86 93 | 1.47196014
CS/EGCG 93.5 87 100 | 3.47610894
CS/V/EGCG 93.5 86 96 2.25
co/V 60 42 76 | 8.74166269
CO/EGCG 15 75.5 44.5 87 | 5.70236853
CO/EGCG 25 73.5 52 97.5 9.375
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