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1.0 Resumen

En los mamiferos del sexo masculino, su reproduccién esta regulada principalmente por el
eje neuroenddcrino hipotalamo-pituitaria-testiculos. Aunado a éste eje existe una via neural
gue permite una comunicacion bidireccional entre los testiculos y diversas estructuras del
SNC. La comunicacion neural ingresa o sale del testiculo a través de los nervios
espermaticos superior e inferior (SSN y ISN, respectivamente). El componente
somatosensorial de la via neural representa un vinculo en la comunicacion entre los
testiculos y el sistema nervioso central. El bloqueo de la comunicacion sensorial de manera
quirargica o farmacoldgica con capsaicina hacia las fibras nerviosas sensoriales ha
permitido conocer el papel de la informacién neural en los procesos fisiologicos de la
fertilidad masculina. Ademas se sabe que la desnervacion sensorial neonata inducida por
capsaicina es irreversible. Mientras que, se ha propuesto que la acetil I-carnitina (ALCAR)
es una molécula eficaz en la promocién de la actividad neuromoduladora, proponiendo la
existencia de plasticidad neuronal. Es por esto que el objetivo principal de este proyecto fue
analizar si la administraciéon de ALCAR induce plasticidad neuronal que permita restablecer
la comunicacién sensorial y los parametros reproductivos de la rata macho. Se usaron 30
ratas macho neonatas de la cepa CII-ZV, estas fueron distribuidas en tres grupos (n=10).
Las ratas neonatas recibieron administraciones de vehiculo de capsaicina (VH/) o bien de
capsaicina (CAPS) en una dosis de 50mg / kg, después a los 21 dias de edad se hicieron
administraciones de VH de ALCAR o de ALCAR en una dosis de 50mg / kg. Los grupos
fueron distinguidos segun el patron de las administraciones mencionadas; VH+ALCAR
CAPS+VH y CAPS+ALCAR. A los 90 dias de edad fueron sacrificados y se evaluaron los
parametros de viabilidad, motilidad y concentracion espermética. También se registro el
peso de los testiculos, la prostata, las vesiculas seminales y las glandulas coagulantes y la
masa corporal. Finalmente los datos fueron analizados con el paquete estadistico MiniTab.
Los resultados muestran que la administracion de ALCAR en ratas denervadas
sensorialmente se incrementa significativamente el porcentaje de espermatozoides viables
y el numero total de espermatozoides en comparacion a los otros dos grupos (CAPS+VH y
VH+ALCAR). Mientras que en el porcentaje de motilidad de los espermatozoides se
incrementé en los animales del grupo (CAPS+ALCAR) en comparacion al grupo CAPS+VH;
el incremento aun fue estadisticamente mayor en los animales que sdlo fueron tratados con
ALCAR, en comparacion a los grupos CAPS+ALCAR y CAPS+VH, respectivamente. Por
otro lado, en el grupo CAPS+ALCAR el peso de las vesiculas seminales asi como el peso
corporal aumentaron significativamente (p<0.05).en comparacion a los otros dos grupos
experimentales. Estos resultados nos permiten sugerir que la administracion de ALCAR en
ratas macho desnervadas con capsaicina al nacimiento restituye parametros reproductivos,
probablemente a través de mecanismos neuroendOcrinos y/o neurales que permiten
restablecer la comunicacion sensorial entre los testiculos y el SNC.
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20 Introduccidn

El estudio del aparato reproductor en los mamiferos representa un quehacer clasico
dentro de la fisiologia de la reproduccion, dicha tarea ha logrado el desarrollo del
conocimiento en el area reproductiva, permitiendo con esto la resolucién de problemas
asociados a esta, tal como la infertilidad. Sin embargo, el funcionamiento del aparato
reproductor no es unidireccional con sus causas y efectos, mas bien representa una red
de eventos coordinados en espacio y tiempo. Debido a esto, los expertos han volcado
su atencién hacia otros componentes del aparato reproductor, como la inervacién. Esto
permitird explicar el fendmeno de la reproduccion desde un punto de vista holista y asi
los tratamientos de para contrarrestar la infertilidad podrian ser mas dirigidos a las

necesidades de cada persona con este padecimiento.

Las problematicas asociadas a la infertilidad siguen en aumento, a nivel mundial cerca
del 15% de las parejas padece infertilidad y cerca del 50% de estos casos se debe al
factor masculino mientras que el 20- 30% es por causas mixtas (Nallella, Sharma, Aziz
y Agarwal. 2006).

2 . 1 Aparato reproductor de la rata macho: Estructuray localizacion

La estructura el aparato reproductor de la rata macho comprende tres elementos
internos principales; los testiculos, las glandulas accesorias y los conductos
reproductores, asi como dos elementos externos; el escroto y el pene, anatdbmicamente
estos elementos se encuentran en el area genital. Los testiculos son estructuras
ovaladas pareadas que, en la etapa reproductiva, se encuentran alojados en el exterior
de la cavidad abdominal dentro del saco escrotal, esto mantiene su microambiente
aproximadamente a 5°C por debajo de la temperatura corporal, a su vez el musculo
dartos constituye una capa muscular subcutanea y forma un septo que divide el escroto
en dos compartimentos donde se alojan cada uno de los testiculos. El musculo dartos
junto a otros grupos musculares como el cremaster colabora para movilizar las
gonadas, elevandolas en funcion de la temperatura ambiental. Cada testiculo se
encuentra envuelto, ademas del tejido que conforma el saco escrotal, por la tunica
vaginal y la albuginea que le proveen proteccion y lo delimitan contribuyendo asi a
soportar su forma ovalada distinguiendo dos regiones principales; el polo superior y el
inferior. La estructura interna del testiculo esta definida por la organizacién lobulada de
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los tubulos seminiferos y cada l6bulo estad separado entre si por septos. Pese a esta
organizacion, los tubulos seminiferos de cada I6bulo convergen en la rete testis hasta
los conductos eferentes, los primeros conductos reproductores. Estos se encuentran en
el polo superior de cada testiculo y se comunican con el epididimo, otra estructura
interna del aparato reproductor que, como el testiculo, es pareada. El epididimo se
divide en tres regiones principales: cabeza, cuerpo, y cola, las cuales estan
conformadas por una serie de arreglos tubulares altamente compactados; la cabeza se
encuentra unida a un cuerpo graso y se mantiene comunicada con el testiculo a través
de los conductos eferentes, esta region mantiene una estructura lobular cerca del polo
superior del testiculo y se adelgaza hacia el polo inferior del mismo formando el cuerpo
del epididimo el cual recorre longitudinalmente por el testiculo disminuyendo la

compactacion de los tabulos (Liu, 2019)

Después de esta estructura se encuentra la cola del epididimo donde los tubulos
adquieren nuevamente un arreglo lobular compacto. Unido a esta Ultima region se
encuentra el conducto deferente, un segundo conducto reproductor conformado por una
capa relativamente gruesa de musculos circulares y longitudinales, alojado dentro del
escroto asociado a tejido conectivo, vasos sanguineos, nervios y ramas linfaticas en
una estructura conocida como cordon espermatico. Los conductos deferentes de cada
cola del epididimo se extienden de forma superior hacia la cavidad abdominal a través
del canal inguinal de la pared abdominal y posteriormente continGan por la cavidad
pélvica hacia la regién posterior de la vejiga urinaria donde se engrosa formando una
ampolla y convergen en la uretra. La ampolla del conducto deferente lo comunica con
otras estructuras como las vesiculas seminales las cuales representan a dos
estructuras emparejadas en forma de hoz ubicadas por encima de la vejiga urinaria
conformadas por células granuladas cuyas secreciones son vertidas a la luz de las
mismas (Knoblaugh, 2012; Kareiva y Rose, 2014; Clement y Giuliano, 2016). De
forma pareada y asimétrica dentro de la curvatura de cada vesicula seminal se
encuentran las glandulas coagulantes (Bindu, Kishore, Raju, Nagamalleswari vy
Makkena, 2017). Posteriormente, el conducto eyaculador que es, un tercer conducto
reproductor formado por el acortamiento de la ampolla, comunica a la prostata con la
via espermatica. Esta estructura se localiza anterior al recto por debajo de la vejiga
urinaria y esta regionalizada en cuatro I6bulos: ventral, dorsa, lateral y anterior (o
glandula del coagulo) cada uno constituidos por tejido muscular y glandular. Posterior a

esta region se encuentran dos sacos pequefos conocidos como glandulas de Cowper o
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bulbouretrales las cuales contribuyen a la lubricacion del pene asi como a la remocion
de compones de la orina a través del mismo, esta funcién también esta asociada con
las secreciones de las glandulas prepuciales (en ratas) alojadas en la parte mas distal
de la uretra. A este nivel anatémico es posible distinguir tres regiones uretrales; la uretra
prostatica; la uretra membranosa conformada por células musculares del esfinter
estriado; y la uretra peneana que tiene lugar antes del meato urinario. Finalmente, el
pene, 6rgano copulador del macho, aloja el dltimo segmento de la uretra donde se
forma el meato, un orificio en comun para eventos urinarios y eyaculatorios (Figura 1-a).
El pene, en su estado fisiol6gico eréctil, estd asociado con la copula y se le relaciona
mayormente con la excitacién pre-copulatoria (Adebayo, Akinloye, Olurode, Anise, y
Oke, 2011).

Anexo a las estructuras anteriormente mencionadas existe una red de nervios, vasos
sanguineos Yy linfaticos que contribuyen a la regulacion y mantenimiento del aparato
reproductor. Los cordones espermaticos representan un puente entre el testiculo y otros
sistemas, se encuentra constituido por elementos musculares (prolongacion del
musculo cremaster), vasculares (arteria espermatica, arteria del conducto deferente y
plexo pampiforme), linfatico (nodos linfaticos lumbares e iliacos) y nervioso (nervio
espermatico, plexo renal, plexo mesentérico y fibras simpaticas) (Liu, 2019). Este

conjunto de elementos contribuyen al control holistico de la funcion testicular.

2 . 2 Aparato reproductor de la rata macho: el viaje de los espermatozoides

El aparato reproductor de la rata es muy similar a la de otros mamiferos tales como los
primates, y su actividad fisiolégica preferente involucra los tres elementos antes
mencionados; gonadas, conductos reproductores, glandulas reproductivas y érgano
copulador (Dominguez, 1997). Los testiculos albergan cientos de tlubulos seminiferos
gue alojan al epitelio germinal, el cual es sostenido y nutrido por las células de Sertoli
guienes forman la barrera hematotesticular. Dicha barrera mantiene a las células
haploides de la linea germinal aisladas del sistema inmune. Por otro lado, en el tejido
intersticial es decir, entre los tubulos seminiferos se encuentran vasos sanguineos,
tejido conectivo, células musculares y células de Leydig, las cuales estan asociadas a la
produccion y control de andrégenos, principalmente la testosterona. Esta hormona es
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uno de los principales factores que estimulan y regulan el proceso de espermatogénesis

(produccion de espermatozoides).

Los espermatozoides producidos inician su viaje desde la luz de cada tdbulo seminifero
y son arrastrados, por contracciones de las células miodes peritubulares, hacia la rete
testis, donde convergen, y continlan por los conductos eferentes hasta llegar al
epididimo donde seran arrastrados por contracciones de las células de la musculatura
lisa desde la cabeza hasta la cola del mismo. En la region luminar de los tubulos del
epididimo se genera un microambiente especializado rico en proteinas, entre ellas,
enzimas antioxidantes relacionadas principalmente con la proteccion y maduracion de
los espermatozoides previéndoles movilidad a partir de la activacion de la dineina y de
este modo su capacidad fecundante se hace evidente (Parra y del Sol, 2002). Durante
el evento eyacularorio los espermatozoides viajan por el conducto deferente hasta las
ampollas y los conductos eyaculadores donde tienen contacto con las vesiculas
seminales, las cuales secretan un fluido rico en fructuosa que les provee un medio
nutritivo, ademas de representar el 50-80% del volumen del eyaculado. Asi mismo las
glandulas coagulantes vierten su contenido a los espermatozoides, sin embargo, la
funcionalidad de este se ha asociado Unicamente a la participacion en la generacion del
tapon vaginal (Bindu, Kishore, Raju, Nagamalleswari y Makkena, 2017). Después de
pasar por el conducto eyaculador, los espermatozoides atraviesan por la uretra
prostatica donde convergen con la prostata, esta secreta una sustancia blanquecina de
naturaleza alcalina conocida como liquido prostatico. Dicha caracteristica protege a los
espermatozoides del microambiente acido de la vagina. Por otro lado el componente
muscular de la préstata también contribuye a la eyaculacion, contrayéndose
coordinadamente con otros grupos musculares como el musculo bulbocavernoso. El
siguiente segmento por el que pasan los espermatozoides es la uretra membranosa,
donde coinciden con los fluidos de las glandulas bulbouretrales las cuales inician su
actividad secretora durante la pre-cépula. Es por esto que se le ha asociado a la
remocion de componentes de la orina y lubricacion del pene principalmente. Enseguida
los espermatozoides son arrastrados hacia la uretra peneana donde tienen contacto con
las secreciones de las glandulas prepuciales las cuales, al igual que las glandulas
bulbouretrales, se les ha relacionado principalmente con la actividad pre-copulatoria
(Pacey y Williams, 2018; Cérdova, 2009).

Los espermatozoides en conjunto con los productos de las glandulas reproductoras

forman el fluido seminal y son arrastrados por contracciones musculares a través de la
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uretra hasta ser expulsados por el pene en la eyaculacion. Este evento conduce el
fluido seminal a la vagina, la parte del fluido que contiene a los espermatozoides
atraviesa el cérvix y continua su recorrido por los cuernos uterinos, mientras que el
resto del fluido se endurece en la vagina formando el tapén vaginal, una estructura
considerada como estrategia reproductiva en la rata (Lucio y Tlachi-Lopez, 2008) Ya
en el utero los espermatozoides culminan su viaje con el proceso de capacitacion y
fecundacion del ovocito. En el humano, este evento toma lugar en el primer tercio del
oviducto y esta caracterizado por desencadenar dos reacciones, la acrosomal, en el
espermatozoide y la cortical en el ovocito. La fecundaciéon termina cuando se da la
formacion del cigoto, el cual es arrastrado hasta el Utero donde se desarrolla para dar
lugar a un nuevo organismo (Recuperado de https://embryology.med.unsw.edu.au).
Este proceso esta acompafiado por los diferentes oligoelementos del fluido seminal
cuya interaccion con el Gtero le permiten modular la interaccion del espermatozoide en

el tracto reproductor de la hembra (McGraw, Suarez y Wolfner, 2014).

Figura 1 | Estructura del sistema reproductor de la rata macho. a) Morfologia del aparato reproductor de la rata
macho. 1; testiculo, 2; epididimo, 3; conductos deferentes, 4; ampollas, 5; vesiculas seminales, 6; glandulas del
coagulo, 7; vejiga urinaria, 8; cuerpo del pene, 9; préstata, 10; glandulas bulbouretrales, 11; glandulas
prepuciales. b) Estructura de los tubulos seminiferos donde se muestra el espacio intersticial (flechas en
anaranjado) y el epitelio germinal (rectangulo azul) donde se aprecian los espermatozoides (Esp), las
espermatogonias (Em), los espermatocitos primarios y secundarios (EC 1y 2) asi como las células de Sertoli
(CS). ¢) Morfologia de un espermatozoide de rata donde se aprecia el nucleo (N) la cabeza (C), la pieza media
(PM) y el flagelo (F). Modificado de DG, H. L. P. R. C., y Smith, 2010; Creasy y Chapin, 2018.
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2 3 Espermatogénesis y su regulacion neuroendocrina

Como ya se mencion6 anteriormente el proceso de espermatogénesis, tiene lugar en el
epitelio germinal de los tubulos seminiferos, que consiste en la diferenciacion vy
proliferacion celular para generar gametos masculinos y esta conservado en la mayoria
de los animales (Roosen-Runge, 1977). Este proceso inicia con la fase de proliferacion
caracterizada por una poblacion de células diploides formada durante la vida
embrionaria que en la edad reproductiva se multiplican por mitosis (espermatogonia tipo
A), cuando parte de esta poblacién deja de dividirse (espermatogonia tipo B) da lugar a
la fase meidtica donde se forman espermatocitos primarios en los cuales se detona la
primera divisibn meiotica, caracterizada por una profase | donde se da el proceso de
alineamiento de los cromosomas homologos y el entrecruzamiento de los mismos
permitiendo que cada célula resultante sea diferente entre si, esta fase puede durar
hasta tres semanas (Kasuga, Aigaki y Osanai, 1999). La primera division meidtica
termina con la formacién de dos células llamadas espermatocitos secundarios. Los
cuales carecen de una fase S en su interface, por tanto, al iniciar los espermatocitos
secundarios la segunda fase meidtica inicia como células diploides y al final se originan
dos células haploides, es decir por cada espermatogonia tipo B se forman cuatro
células haploides conocidas como espermatides. Finalmente, estas Ultimas pasan por
un proceso llamado espermiogénesis en el cual atraviesan cambios morfofisiol6gicos
dando lugar a espermatozoides diferenciados. Durante este proceso las espermétides
sufren elongaciéon (elongacion nuclear) y la formacion del flagelo, generando asi la
formacion del cuerpo acrosomal a partir del aparato de Golgi, la parte anterior del
flagelo, a partir del re-arreglo de las mitocondrias y finalmente la disminucion del
citoplasma. Estos cambios nos permiten distinguir en cada espermatozoide tres
regiones principales: cabeza, pieza media y cola/flagelo (Figura 1-c) (Cheng y Mruk,
2015).

Cada componente de este proceso se distribuye a lo largo del epitelio germinal de los
tubulos seminiferos sostenidos por las células de Sertoli, entre éstas células se ubica la
linea germinal, hacia la region basal del tubulo se ubican las espermatogonias tipo A
seguidas de las espermatogonias tipo B, en otro estrato separado por la barrera
hematotesticular se encuentran los espermatocitos primarios y secundarios, por ultimo,

mas cercano a la luz de los tubulos se distribuyen las espermatides seguidas de los
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espermatozoides ya diferenciados y liberados hacia la luz del tabulo en un proceso
conocido como espermiacion (Figura 1-b)(Holstein, Schulze y Davidoff, 2003; Cheng
y Mruk, 2012).

El eje neuroendocrino hipotalamo — pituitaria — testiculos (H-P-T) es uno de los
responsables de la regulacién extrinseca de los procesos de espermatogénesis y
esteroidogénesis. Dicha regulacion inicia en el hipotalamo donde las neuronas de
kisspectinas estimulan la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) a través de neuronas GnRHérgicas, Los pulsos de GnRH liberados llegan a la
hipdfisis (pituitaria) y se unen a los receptores de membrana de las células que reciden
en esta region iniciando asi una cascada de sefalizacion a partir de la union a
receptores acoplados a proteina-G (R-GnRH). Estos eventos resultan en la expresion
genética de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) las
cuales son sintetizadas y expulsadas por exocitosis al medio extracelular donde tienen
contacto con vasos sanguineos. Esta liberacion sucede gracias al aumento de la

concentracion de calcio (Ca®") intracelular (Winters y Huhtaniemi, 2017).

Las hormonas gonadotropinas LH y FSH son arrastradas por el sistema circulatorio al
resto del cuerpo donde tendran contacto con diferentes 6rganos diana, hasta llegar a
los testiculos. Dentro de los testiculos la LH se une a las células de Leydig a través del
receptor de membrana asociado a proteina G (LHR). Esta union desencadena una
cascada de sefializacién que provoca la sintesis de testosterona (T), estradiol (E2) y
dihidrotestosterona (DHT) las cuales participan en la regulacion de otros procesos
reproductivos, este proceso es conocido como esteroidogénesis. Localmente la T se
incorpora a los vasos sanguineos aledafos a las células de Leydig en el intersticio de
los tabulos seminiferos llegando a otras estructuras del aparato reproductor como el
epididimo, las vesiculas seminales y la préstata, y por otro lado llega al epitelio germinal
a través de ligando intermedios y se une a la proteina de unién a andrégenos (ABP) en
la membrana de las células de Sertoli y otros componentes del epitelio germinal donde
se le ha asociado a la regulacion de la espermiacion (Kumar et al., 2015). Ademas de
la LH, la esteroidogénesis esta regulada por la accion de la prolactina, otra molécula
liberada por la glandula hipodfisis (Creasy y Chapin, 2018). Asi mismo, uno de los
blancos de la FSH son las células de Sertoli donde, junto con la T, contribuye al
mantenimiento de las actividades de estas células de las cuales podemos resaltar el de
proporcionar soporte estructural y metabolico a las células germinales, la secrecion del

fluido tubular para el transporte de espermatozoides, el mantenimiento de la barrera
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hematotesticular, la secrecion de inhibina y ABP asi como la regulacion del proceso de

espermatogénesis (Figura 2) (Zini, 2011).

La actividad de secrecion de GnRH, LH y FSH es autorregulada de forma endocrina
principalmente por la T, el E,, la DHT vy la inhibina, productos generados a partir de esta
via, a este fendbmeno se le conoce como autorregulacion negativa. La leptina y la
grelina, producidas en células del tejido adiposo y en las glandulas oxinticas del fondo
gastrico respectivamente, se unen a la autorregulacién de este eje neuroendocrino
(McCann et al.,, 2001; Tena-Sempere, 2007). Esta autorregulacion también esta
influenciada por estimulos externos censados por la visién, la olfacion, la audicion vy el
tacto a través de neuronas del sistema sensorial (Bustos-Obregén y Torres-Diaz,
2012). Actualmente se sabe que el eje H-P-T no es el Unico responsable en la
regulacion de las funciones testiculares, sino que, aunado a este existe un sistema de
nervios que comunican a las gonadas con el sistema nervioso central y que ademas
esta comunicacion neural es asimétrica para cada gbénada, es decir, las rutas de
inervacion son diferentes entre gonada izquierda y derecha (Gerendai, Csaba, Voko y
Csernus, 1995).

17@———



P

\-__.

V BUOJ3)S0}S3J0.PIYIA A/
y'd 1

. ‘ Q >
BU0JD)S0)S3 | @ 810z ‘uideyd

Asea1q ap opeayipol (1)

oIpes}s3 \ * BApia ap sepnjod ‘(dinD)
. saJe|ngnjiiad sapioiw Sejnjgo
souaholpue “(S\) sosuInBues sosea (1)
ap BU0I8)S0JS8} ‘(H1) Sjueziuie)n|
euowoy ‘(HS4) swuenuwinse
S 0[nd||0} BUOWLIOY ‘(HYUD)
opiol seuidosjopeuof ap eiopelaq|
BUOWIOH ‘sisauabopiosapsa
BUNIBIO) e| A sisaugborewladso
B / B] ©p OULO0pPUS0INAU
/ eLeNnIy |0uo) | Z eanbi4
.d HYu9
V[EY] ./.ﬁ r _ ’ \ euidoooipod
' 0|/ 8p elopelaq|| BUOWIOH -
= eudadssiy ‘Iv $SHdO 0LI0}e}iX280In8U oploeouIwYy -
owejelodiy .= Seulwejodsje] -
T seuluinboinay -
eudaT seulopu3 -

HYuy euoInay

18



24 Inervacion: control holistico de la reproduccidn

Las estructuras genitales y perigenitales poseen inervacion extrinseca por medio de las
cuales reciben y envian informacién a través de fibras nerviosas autonémicas de los
sistemas simpaticos, parasimpaticos y de fibras nerviosas somaticas a través de los
sistemas somatomotor y somatosensorial haciendo mas fino el control de los procesos

relacionados con la reproduccion.

El sistema nervioso simpatico o toracolumbar posee neuronas preganglionares que se
localizan en la region lateral de la sustancia gris de los segmentos T12-L2 y se
proyectan hacia los ganglios celiaco (CG) e hipogastrico (HG) generando los nervios
esplacnicos superior, menor y lumbar, este Gltimo posee neuronas cuyas proyecciones
recorren los plexos mesentérico inferior (IMP) e hipogastrico superior (SHP), asi mismo
sus fibras postganglionares inervan estructuras localizadas por debajo del diafragma
(Clement y Giuliano, 2015). Dentro del aparato reproductor del macho podemos
destacar dos nervios importantes dentro de este sistema de inervacién al testiculo; el
nervio espermatico superior (SSN) el cual representa la mayor contribucién de
inervacion al testiculo y recorre el ganglio mesentérico superior, siguiendo la arteria
testicular en el cordon espermatico por los plexos Lumbar (LP) y celiaco (CP) y renal
(RP), y el nervio espermético inferior (ISN) que se origina del ganglio mesentérico
inferior, sigue la region lumbar-esplagnica y recorre por la via deferente inervando al

testiculo pasando previamente por el epididimo (Sosa et al., 2009).

El otro componente nervioso que contribuye a la inervacion extrinseca del aparato
reproductor masculino es el sistema nervioso parasimpatico o craneosacral. Este se
origina en el tallo cerebral y en las secciones intermediolaterales de la sustancia gris de
la medula sacra (S2-S4) y sus fibras inervan los organos genitales externos, entre otras
estructuras como el recto, la prostata y la vejiga urinaria. Las fibras preganglionares de
este sistema viajan a través del nervio pélvico (PN) y se comunican con neuronas
postganglionares en el plexo pélvico (PP), su actividad ha sido relacionada

principalmente con la ereccion y la eyaculacion (Manzo et al., 2000).

En la rata macho el PP esta formado bilateralmente por ganglios accesorios (AG) y por
el ganglio pélvico mayor (MPG), este ultimo contiene fibras nerviosas postganglionares

simpéticas, parasimpaticas y sensoriales que inervan a la prostata, las vesiculas
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seminales, las glandulas bulbouretrales, los testiculos, el pene, el recto, el colon
descendente y la vejiga urinaria, por otro lado los AG proyectan sus nervios inervando
las ampullas, las glandulas coagulantes, las vesiculas seminales, los conductos
deferentes y la vejiga urinaria (Luckensmeyer y Keast, 1994; Luckensmeyer y Keast,
1995; Luckensmeyer y Keast, 1998; Arellano, Xelhuantzi, Mirto, Hernandez y Cruz,
2019). Las neuronas del MPG proyectan sus axones a través del nervio pélvico y este
converge con el nervio pudendo (PudN) e ingresan en los segmentos medulares L6-S1
(Arellano et al., 2019). Por otra parte, se sabe que la ablacion de los AG provoca
infertilidad en la rata macho reduciendo su éxito de prefia (Arellano-Hernandez, 2019)

Las fibras nerviosas del sistema somatomotor posen neuronas con somas en los
segmentos S1-S4 de la médula y sus axones recorren por el PudN hasta el musculo
estriado del piso pélvico. Finalmente, las fibras nerviosas sensoriales relacionadas con
la via reproductiva masculina pueden dividirse en dos; la primera incluye neuronas
sensoriales primarias cuyos axones recorren a través del NPd y sus somas se alojan en
el ganglio de la raiz dorsal de los segmentos S2-S4. Una segunda via es constituida por
fibras nerviosas que viajan a través del nervio hipogastrico (HN) después de recorrer
por segmentos lumbosacrales (McKenna, 1999). Los blancos de muchas de estas
fibras son vasos sanguineos, piel, tejido parenquimatoso, pene, glandulas accesorias

del aparato reproductor y testiculos (Figura 3).

En la rata, la inervacién extrinseca asociada a los testiculos es de naturaleza simpatica,
parasimpatica y sensorial, ademas se le ha relacionado con la actividad de nucleos
especificos en el SNC, tales como nucleo del tracto solitario, el nlcleo caudal de Rafé,
el locus coeruleus, el area pre-Optica, la amigdala central, la corteza insular y el area
lateral del hipotalamo. Estas descripciones fueron posible gracias a la técnica de
trazado viral trans-sinaptico (Gerendai, Toth, Boldogkdi, Medveczky, y Halasz, 2000).
Del mismo modo, la actividad en la inervacion de los epididimos, con caracteristica y
naturaleza similar a la de los testiculos, esta relacionada con la actividad de los nucleos
antes mencionados implicados en la inervacion testicular, ademas se incluirian a los
nucleos de Barrington y los ndcleos paraventriculares hipotalamicos (Gerendai et al.,
2001). Esta evidencia nos permite presumir de una relacion fisiol6gica significativa entre
las estructuras reproductivas, particularmente los testiculos y los epididimos, y su
inervacion extrinseca, es decir, el componente neural de cada estructura esta asociado

a la regulacion de su funcion.
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2 5 Fibras nerviosas sensoriales: aspectos reproductivos y metabdlicos

Los estimulos sensoriales son de gran importancia para el reino animal en los procesos
de interaccion inter e intraespecifica, socializacion, toma de decisiones y reproduccion.
Se sabe que durante la copula de las ratas el macho logra un nivel sexual critico para
alcanzar la eyaculacion en condiciones preferentes, segun su experiencia, parte de los
componentes involucrados en este evento es la informacion sensorial provista a la rata
macho desde los 6rganos genitales y la provista como incentivo a través del oido, la
vision y el olfato (Georgiadis, Kringelbach y Pfaus, 2012). Particularmente el olfato,
estd relacionado con la integracion quimiosensorial y la actividad endocrina (e.g
captacion de sustancias relacionadas con la pre-copula) pre-copulatoria. Un estudio en
ratones devel6 que la renovaciéon neuronal o neurogenesis del bulbo olfatorio accesorio,
es crucial para que los procesos de cortejo, copula, gestacién e incluso lactancia se
lleven a cabo de forma correcta (Schellino et al., 2016). Las diversas respuestas e
interpretaciones de los organismos ante diferentes estimulos externos e internos
dependen de las caracteristicas de las fibras nerviosas activadas, en este caso la
amplia y diversa conformacion del sistema somatosensorial presente en arreglos
diferentes a lo largo del cuerpo provee informacion determinante en la toma de

decisiones.

El sistema somatosensorial estd conformado por diferentes grupos neuronales que
segun el tipo de receptor de acuerdo con la transduccion sensitiva podran ser
clasificados en termocepcion, mecanocepcion y nocicepcién, en conjunto representan
para los diferentes grupos de animales la primera linea de reconocimiento de formas,
texturas, fuerzas, etc. Otra divisibn esta definida por las caracteristicas de los
receptores ya que pueden presentar arreglos diferentes, adoptando especializaciones
funcionales (e.g: corpusculos de Pacini y Meissner), o bien presentar terminaciones
nerviosas libres, asociadas a especializaciones en nocicepcion y termorrecepcion.
También pueden ser clasificadas segun la velocidad de conduccion de energia y
tamafo del axén en fibras tipo Aa, B y 6, rapidos y lentos respectivamente, By C. Los
axones tipo A son los mas grandes y rapidos, seguidos de los de tipo B, y los mas
lentos son los axones tipo C amielinicos. Los estimulos dolorosos o nociceptivos y
térmicos se encuentran relacionados principalmente con las fibras C y Ad (Fitzpatrick,
2010a).
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El reconocimiento de estimulos dolorosos se debe al proceso de transduccion eléctrica,
este evento permite el censado, la interpretacion y la respuesta que el organismo dé en
funcion del estimulo. De forma general, la categorizacion de las sefales dolorosas
considera un estimulo agudo, conocido como primer dolor (reconocido por fibras Ad), y
un estimulo tardio difuso y duradero, conocido como segundo dolor (reconocido por
fiboras C). Sin embargo, dada la diversidad de estimulos, ha sido dificil el estudio del
dolor de forma puntual. Aunque actualmente se asocia la actividad de reconocimiento

de estimulos a canales catidnicos de potencial transitorio (TRP) (Fitzpatrick, 2010b).

La transduccion de estimulos sensoriales asi como la iniciacion de procesos
inflamatorios ante dafio tisular se han asociado estrechamente a los canales cationicos
TRP, ya que su caracteristica ion selectiva les permite responder a una amplia gama de
estimulos. Particularmente, los estimulos térmicos y nociceptivos se encuentran
asociados a canales vanilloides de potencial transitorio tipo 1 (TRPV1), estos se
encuentran distribuidos en las membranas plasmaticas y organelos en neuronas tipo Ad
y C principalmente (Pecze, Viskolcz y Olah, 2017; Fitzpatrick, 2010b). El canal
TRPV1 es un homotetramero permeable a cationes monovalentes y divalentes que
contiene seis dominios transmembranales con un poro hidrofébico entre los dominios
cinco y seis, ademas sus terminales amino y carboxilo se encuentran en el espacio
citoplasmatico, es decir, dentro de la célula o del organelo (Smutzer y Devassy, 2016).
La actividad de este canal genera potenciales de accion que pueden ser interpretados
como ardor o comezdén, o bien iniciar procesos inflamatorios, dicha actividad es
gatillada por su estimulacion a través de factores indirectos, dentro de estos ultimos
encontramos receptores de serotonina, adenosina trifosfato (ATP), histamina, proteasas
y bradiquininas, o bien por factores directos como temperaturas elevadas, acidosis,
gradientes de sodio (Na*) y calcio (Ca?"), agonistas endégenos y exégenos como los
vanilloides (Anand y Bley, 2011).

2 . 6 Capsaicina: La rata denervada sensorialmente como modelo de estudio

La capsaicina (CAPS; CigH27NO3) es un protoalcaloide delgrupo de los vanilloides
presente en especies vegetales del género Capsicum de la familia Solenaceae, es
decir, en la mayoria de las especies de chiles y algunas especias como la canela. Su

estructura molecular consta de un anillo aromatico del grupo vanilil (cabeza), una amina
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como pieza central y una cola alifatica de caracter hidrofobico, esto la hace una
molécula altamente permeable a la membrana plasmaética (Figura 4-a) (Frias y Merighi,
2016).

Fisiologicamente la CAPS representa un potente y selectivo agonista exdgeno del canal
TRPV1 presente fibras sensoriales primarias nociceptivas, como ya se mencioné
(Figura 4-b). La activacion de este canal por la accion de CAPS desencadena una serie
de eventos decisivos en el funcionamiento celular; primeramente promueve el aumento
de Calcio (Ca®") intracelular generando un gradiente i6nico que produce la
despolarizacion de la neurona, esta informacion recorre a través del axon y por la
médula espinal hasta llegar al SNC donde el estimulo es interpretado como ardor,
comezon, quemor etc. Por otro lado, se induce la liberacion de la Sustancia P (SP) y el
Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina (CGRP) a partir de la activacion
indirecta de receptores de neuroquinina 1 (NK-R1) y del receptor de CGRP
respectivamente (Holzer, 1998). Estos dos importantes neuropéptidos tienen efecto
sobre la micro vascularizacion y la vasodilatacion, lo que permite el incremento de la
permeabilidad vascular y favorece la reaccion pro-inflamatoria por citoquinas, también
inducen dilataciébn microvascular, provocando el aumento del flujo sanguineo (Brain,

Tippins, Morris, Macintyre y Williams, 1986).

Actualmente existen tratamientos en los cuales se emplea CAPS en dosis pequeias y
controladas para aliviar el dolor periférico localizado, asi como para combatir
padecimientos tumorales, cutdneos y de obesidad (Georgescu et al., 2017). Sin
embargo, el empleo de dosis elevadas y/o crénicas reduce progresivamente la reaccion
inflamatoria inicial, ademas de tener efectos neurotoxicos, desensibilizando las
neuronas ante estimulos externos o internos por la retraccion de la terminal axénica o
por la destruccion de las mismas (Basith, Cui, Hong y Choi, 2016). Dicha accién
neurotoxica es generada por la sobre estimulaciéon del canal TRPV1 lo cual permite un
incremento considerable de Ca®" intracelular aumentando a su vez la expresion de
proteasas dependiente de Ca?', también tiene efecto sobre las mitocondrias
entorpeciendo su funcionalidad, estas modificaciones provocan el desmantelamiento del
citoesqueleto, disfuncionalidad mitocondrial y modificacion de la expresion genética lo
cual, finalmente, es causa de la retraccion del axon de las fibras nerviosas aferentes
nociceptivas o bien de su muerte (Figura 4-c). Esto la ha convertido en una herramienta
fiable para el estudio de la importancia relativa de las fibras nerviosas en las que
repercute; fibras sensoriales principalmente (Hiura, 2000).
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2 . 7 Infertilidad y esterilidad: paradojas y consideraciones

El control de los procesos relacionados con la reproduccion es altamente complejo e
involucra la participacion paralela de las vias reproductivas neuroendocrinas y neurales,
dicha participacion es sumamente coordinada por lo que la falla en alguna de estas vias
y sus componentes repercute de forma sutil o severa en la reproduccion. Dichas
repercusiones pueden derivar en un diagnostico meédico de infertilidad que, segun su
tipo, resulte posible prescribir un tratamiento simple o alternativas mas sofisticadas para
contrarrestarla y lograr parametros de fertilidad saludables. Este problema de salud
representa al 15% de las parejas en edad reproductiva y el 40-50% de estas es a causa
del factor masculino, dichas cifras siguen en aumento, haciendo de este un problema de
caracter mundial (Sharlip et al., 2002). Los principales problemas involucrados en la
infertilidad masculina pueden ser divididos en tres; post-testiculares, testiculares y pre-
testiculares. Es en este Ultimo donde se agrupan los desérdenes de caracter endocrino
y neural, dichos problemas pueden ser gatillados por factores congénitos, externos e
idiopaticos (de Kretser, 1997; Dohle et al., 2005). Particularmente el estrés oxidativo
es uno de los problemas metabdlicos que acompafia este tipo de padecimientos
mediante la producciébn de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales se
presentan en los diferentes niveles celulares relacionados con la reproduccion, incluidos
los espermatozoides, alterando significativamente la morfologia, motilidad y genética de
los mismos. Esto lleva, eventualmente, a problemas de fertilidad (Makker, Agarwal vy
Sharma, 2008).

Existen diferentes pruebas para determinar el estado potencial de fertilidad masculina
permitiendo generar un diagnostico y con base en este proponer un tratamiento viable
ante el problema de infertilidad. Una de estas pruebas es el Espermograma o
Seminograma estandarizado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vy
actualizado desde 1980. Estas pruebas incluyen diferentes evaluaciones agrupadas en
pardmetros macro y microscopicos, en estos ultimos se incluyen la motilidad, la
viabilidad y la concentracién espermatica principalmente, ademas indica los rangos de
discriminacion de los valores evaluados para su interpretacion (Kumar y Singh, 2015).
No obstante se recomienda reconsiderar los limites saludables de algunos parametros
espermaticos mdultiples pruebas para obtener un diagnéstico mas certero (Nallella,
Sharma, Aziz y Agarwal, 2006).
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Uno de los procedimientos alternativos en parejas con problemas de infertilidad severos
gue desean tener hijos es la técnica de Inyeccion Espermatica Intracitoplasmatica
(ICSI). Este tipo de procedimiento requiere de equipo y personal especializado por lo
gue resulta costoso para determinados sectores de la poblacion infértil. Por otro lado, se
han reportado malformaciones, defectos genéticos y congénitos en pacientes nacidos a
partir de esta técnica (Bonduelle et al., 1996). En contraste existen otros tratamientos
menos costosos que permiten el restablecimiento de pardametros de fertilidad
espermatica basados en el consumo sistematizado de vitaminas y antioxidantes como

la acetil L-Carnitina (Adewoyin et al., 2017).

2 8 Acetil L- Carnitina: una molécula multifuncional

La Acetil L- Carnitina (ALCAR) es una molécula endégena perteneciente al grupo de las
acilcarnitinas derivada de la acetilacibn de la L-carnitina que principalmente se
encuentra en higado, rifiones, epididimo y cerebro, relacionada con el metabolismo
celular, principalmente con la movilizacion de &cidos grasos, la homeostasis de
membranas, el mejoramiento energético, la accién antioxidante y la plasticidad sinaptica
(Jones, McDonald y Borum, 2010). Su relevancia metabdlica ha permitido el
desarrollo de suplementos alimenticios a base de LCAR y ALCAR con la finalidad de
aumentar el rendimiento fisico a partir de la generacion de energia (Fielding, Riede,
Lugo y Bellamine, 2018; lossa et al., 2002), ademas, recientemente se le ha
relacionado con la reparaciéon del dafio neuroldgico y la proteccibn ante estrés
metabolico a través del restablecimiento de la actividad mitocondrial y la modulacion de
la expresion genética por lo que se ha convertido en una molécula beneficiosa ante el
tratamiento farmacoldgico de padecimientos neurolégicos del sistema nervioso central
(SNC) (Figura 5-a, c¢) (Forloni, Angeretti y Smiroldo, 1994).

Dentro de las multiples actividades atribuidas a la ALCAR podemos resaltar su papel en
la homeostasis del estrés oxidativo; como antiapoptético y como neuromodulador. En la
primera actividad, antioxidante, se le ha asociado a la modulacion de la expresion de
diferentes agentes relacionados con la remocion de moléculas oxidantes, tal es el caso
de la hemi-oxigenasa 1 (HO-1) en astrocitos de la rata, asi como de la super oxido
dismutasa (SOD). Por otro lado, también promueve la supervivencia celular a través de

la via mitocondrial reduciendo la actividad de citocromo c y caspasa 3. Finalmente, su
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papel neuromodulador estd asociado con el aumento de la expresion del factor de
crecimiento neural (NGF), antioxidantes y sefales extracelulares reguladas por cinasas
(ERK) asi como la regeneracion nerviosa en SNC y periférico donde provee cambios
estructurales y eléctricos (Hausott y Klimaschewski, 2019), (Figura 5-b). Dicha
regeneracion en neuronas periféricas ya ha sido estudiada en el nervio ciatico, en
neuronas T sensoriales y en motoneuronas. Estas caracteristicas hacen de ALCAR una
molécula efectiva en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, tales como el

desorden de Alzheimer y el mal de Parkinson (Jones, McDonald y Borum, 2010).

Asi mismo las propiedades metabdlicas de ALCAR, antes mencionadas, han
consolidado tratamientos contra la infertilidad masculina y es que al estar
estrechamente relacionada con el epididimo juega un papel importante en la
maduracion, metabolismo y eyaculacion de los espermatozoides, todos ellos procesos
trascendentes en la capacidad fertilizadora de los mismos. La ALCAR también se
presenta, aunque en menor cantidad que en el epididimo, dentro del testiculo en
espermatocitos primarios y en tejido testicular en desarrollo donde juega un papel
importante en la regulacién indirecta de la espermatogénesis, es por esto que su
actividad repercute sobre los parametros de motilidad y concentracion espermatica
principalmente (Agarwal y Said, 2004). Dichos tratamientos ya han sido probados con
resultados favorables en masculinos con problemas de infertilidad bajo diferentes
condiciones; pacientes con diagnosticos puntuales de infertilidad o diagnésticos con

causas idiopéticas (Jeulin y Lewin, 1996).

28—



29

610Z ‘Dsmayasewny A posneH A 6oz ‘|oddoH A xnajwa ‘©aIsoy ap opeayipoly ‘uoxe

|op ojuaiwioa|qe)sal A ugioebuojs ‘g A ouep |e Sopeloose sajuauodwod ap OJUBILEINIOA Z ‘[BUOINSU OUBP | ‘UOXE/|BUOINSU UgIoeIauabal e ap
us sede)3 (2 "e}sa ap sejUBNdasuU02 sojnpold A H-[naoe ap sISa)sIs ap einy (q “ojjLiewe ojnaJId Un Uod opejeuss se ojiaoe odnib [ ‘Jejnosjow
enjonyse A euniuies-7 [jooe ap sepoallp A seoalipul sejuand (e (Q-]199e) Buliwie) -7 199y B| 8p owsijogejsw A einjonns] | ¢ esnbiy

03790N
BUIJ0I|1}398 3P SISAUIS %) eapaual uoisaldx3
sose.f sopioe ap sIsauIS > 9
A BSEJUIS »
Su.z_od. — sQ\SSS< Y00-|§22y Y
P
Y09 " 30} s \/0)-[1}20Y Ae
o120y
A
dLy Ojejaoy
— c\dswm‘xommm A
013 —— : sajuepIxopuy-
JON-
0ajodi| opioe ﬁ Do\
ap SISAUIS N YOO-noy o180y
seujgjoud ap \ ﬁ v :
uoIe|j39y ojejedy JAW,
YINSYTdOLIO

9 (]
[N
BLPUOJOYIA



3.0Antecedentes

La denervacion sensorial por via farmacoldgica ha sido usada en diferentes modelos de
estudio con la finalidad de dilucidar el papel de las fibras nerviosas sensitivas en la
comunicacion y funcion de estructuras determinadas, para esto se usan principalmente
animales como modelo de estudio. Fitzgerald (1983) presentd una extensa revision
donde expone el papel de las fibras nerviosas sensoriales en diferentes procesos
biolégicos usando la rata desnervada con Capsaicina (CAPS) como modelo de
investigacion. La mayoria de los proyectos enunciados en esta revision usaron dosis de
30 y 50 mg/kg de CAPS para inducir la muerte de fibras nerviosas periférica de tipo C y
A delta en ratas neonatas comprobando con esto la participacion de neuronas
sensoriales primarias en los sistemas digestivo, cardiovascular y circulatorio, en este
sentido 50 mg/kg de CAPS es suficiente para degenerar fibras nociceptivas causando
neuropatia sensitiva (Danigo, Magy y Demiot, 2013).

Se sabe que la administracion subcutdnea de 50mg/kg de CAPS a ratas hembras
neonatas disminuye los niveles séricos de progesterona y testosterona a los 10 y 20
dias de edad, ademas disminuye la actividad de los sistemas hipotalamicos
monoaminergicos, asi como el éxito de prefiez de las ratas desnervadas (Quirdz,
Morales-Ledesma, Moran, Trujillo y Dominguez, 2014). Un estudio in vitro comprobo6
gue dosis pequeiias de CAPS (10 y 50uM) tienen efectos estimulantes en la
proliferacion de células de la granulosa y, por el contrario, dosis elevadas de CAPS
(100-200uM) inducen procesos de muerte celular por apoptosis (Guler y Zik, 2018).

Previamente hemos (Hernandez Lopez, 2014) mostrado el efecto de la denervacion
sensorial inducida por la administracion de CAPS sobre el funcionamiento gonadal en la
rata macho, la administracion de 50mg/kg de CAPS a ratas macho neonatas y
sacrificadas a los 90 dias de edad resultd en una disminucion significativa sobre del
namero total de espermatozoides, los porcentajes de motilidad rapida y de
espermatozoides viables. En contraste, en cuanto a la regulacion de ALCAR en control
metabolico, el control de la expresion genética, la modulacién de agentes antioxidantes,
la disminucion del proceso apoptotico, asi como su relacién con la neuromodulacién y la
neuroproteccion de neuronas del SNC vy periférico, concluyendo que la ALCAR
representa un farmaco viable en el tratamiento de neuropatias y lesiones de diferentes

nervios gracias a su intervencion en diferentes rutas metabdlicas (Traina, 2016; Faroni,
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Mobasseri, Kingham y Reid, 2015), asi mismo representa una molécula habil en
promover plasticidad a neuronas periféricas asi como su regeneraciéon ante dafio
(Onofrj et al., 2013).

Se ha reportado que, en la rata con lesion del nervio ciatico, inducida por constriccion
cronica, la sola administracion de ALCAR provee proteccion neuronal gracias al
aumento de la expresion del factor de crecimiento neural (NGF), el factor neurotrépico
proliferador proveniente de células gliales y la arteminina. Se observaron cambios
significativos en la morfologia de las neuronas dafiadas asi como un aumento en el
grado de mielinizacion de sus axones (Tomassoni et al., 2018). En cuanto a su
participacion en la regeneracion neural se sabe que la administracion sistémica de
ALCAR (50mg/kg/dia) en ratas con previa remocion de la continuidad de nervios
periféricos a través de intervenciones quirdrgicas promueve la reparacion de dichas
lesiones. Esta reparacion incluye la sintesis de las neuronas que componen el nervio
lesionado asi como el aumento de la mielinizacion de los axones de las mismas
(Wilson, Hart, Wiberg y Terenghi, 2010; Hart, Wiberg, Youle y Terenghi, 2002)
Estos efectos son mayores bajo este tratamiento que otros neuroprotectores como la
leptina y la melatonina (Onger et al., 2017). Particularmente, se ha relacionado esta
accion con el potencial reparador de la ALCAR sobre neuronas sensoriales dafiadas o
destruidas en traumas donde se ha perdido la sensibilidad y cuya administracion
sistémica resulta en un tratamiento eficiente (Hart et al., 2002; Wilson, Hart,
Brannstrom, Wiberg y Terenghi, 2007). Sin embargo, esta accion reparadora de la
ALCAR que ha sido evaluada en nervios relacionados con traumas severos, pero su

efecto ain no ha sido estudiado en nervios que inervan el aparato reproductor.

En materia de fertilidad se sabe que la administracion de ALCAR por tres meses ha
mostrado ser mas efectiva que la L- carnitina (LCAR) en el tratamiento de la infertilidad
masculina aumentando significativamente la motilidad espermética en masculinos
diagnosticados con astenozoospermia de caracter idiopatico, interesantemente este
aumento es potenciado si se combinan ambos farmacos en un solo tratamiento
(Balercia et al., 2005). Del mismo modo Zhou, Liu y Zhai (2007) realizaron una
extensa revision en la cual evidenciaron la administracion de LCAR y/o ALCAR como
tratamientos efectivos ante problemas de infertilidad masculina mejorando la tasa de
embarazo y la calidad espermatica. Por otro lado, el efecto antioxidante de ALCAR en el
desarrollo de los espermatozoides fue comprobado en ratas con lesion gonadotdxica

del testiculo por la accion de cisplatina, para esto evaluaron la morfologia de los tubulos
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seminiferos a través de cortes histologicos del testiculo asi como la expresion de
agentes pro-apoptoticos como Caspasa 9, 8 y 3 donde la ALCAR mostré un efecto
normalizador en los niveles de expresion de estos, es decir, disminuyo la muerte celular

por apoptosis en el testiculo (Coskun et al., 2013).

Las bondades de la ALCAR ante problemas de fertilidad en el macho se deben
parcialmente a su accion sobre la actividad metabdlica. Uno de los responsables de
dicha accion es el transportador de carnitina (OCTNZ2), su accion permite el transporte
de lipidos, esteroides y glucocorticoides, aumentando con esto la concentracion de
carnitina (CAR) y sus derivados, como la ALCAR, en la célula. La expresiéon de OCTN2
en el epitelio del epididimo est4 estrechamente relacionada con la madurez de los
espermatozoides (Li et al., 2017). Estos estudios permiten sugerir que la LCAR vy la
ALCAR tienen un efecto estimulante en los mecanismos neuroenddcrinos que controlan
la fertilidad.

Este proyecto, ademéas de evidenciar el rol de la inervacion sensorial en diferentes
eventos fisiolégicos que trastocan el funcionamiento del aparato reproductor masculino,
busca demostrar el rol de la ALCAR como un agente que brinda estabilidad a circuitos
neurales periféricos dafiados, particularmente aquellos que involucran fibras nerviosas
sensoriales sensibles a CAPS, a partir de su accién plastica a la que se le han asociado
multiples procesos metabdlicos; homeostasis energética y regulacion indirecta de

antioxidantes principalmente.
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4.0Justificacién

El mal funcionamiento de las estructuras reproductivas resulta afecciones que pueden
ser diagnosticadas como infertilidad. Esta problematica es de talla mundial y sus cifras
van en aumento a causa de factores crecientes como la contaminacion y el estrés
metabdlico asi como del factor genético y epigenetico. Ante esto se han generado
diversos tratamientos para resolverla, sin embargo muchos de estos son costosos, poco
accesibles y consideran solo parcialmente la naturaleza del control reproductivo por lo
gue en ocasiones resulta en anormalidades en los bebes producto de estos
tratamientos. La informacién neuronal periférica es un interlocutor importante en la
comunicacion y control de las funciones reproductivas por el sistema nervioso central y
Su ausencia o atrofia puede repercutir severamente en la fertilidad.

La ALCAR es un farmaco capaz de atenuar los efectos de diferentes enfermedades
neurodegenerativas e incluso reparar nervios lesionados normalizando su
funcionamiento. Estas bondades también resultan en un tratamiento eficiente contra la
infertilidad a mediano plazo con un costo mas accesible con respecto a otras técnicas
de reproduccion asistida. Por lo anterior, este proyecto tiene como propdsito contribuir
en la comprension de los procesos fisiol6gico del control reproductivo, particularmente
el control neural. También contribuira al sector médico y clinico al evidenciar la ALCAR
como un tratamiento viable ante problemas de infertilidad en masculinos.

Conocer el papel de cada interlocutor en el control de la reproduccion es de gran
importancia para la comprension del mismo asi como para el tratamiento de alguna
patologia relacionada con este. Esta vision holista permitira reconsiderar los métodos
de reproducciéon asistida invasivos asi como comprobar el potencial de reparacion

neural de la ALCAR y su relacion con la fertilidad masculina.
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50 Hipotesis

El control neuroendocrino de la reproduccion esta regulado por estructuras encefalicas
como el hipotdlamo, éste a su vez es regulado por informacion proveniente de &reas
extraencefalicas tales como las fibras nerviosas sensoriales. De esta forma la ausencia
o atrofia de al menos uno de los interlocutores repercutira en el control neuroendocrino
de la reproduccion. Dicha condicion puede ser atendida por factores neuroreparadores
gue promuevan la neurogénesis y/o el restablecimieno de los circuitos neuronales. La
ALCAR es una molécula con potencial neureparador por lo que su administracion
sistémica durante la pubertad y la adultez de ratas denervadas sensorialmente al
nacimiento promoveran la neurogénesis de diferentes fibras, entre ellas las fibras
nerviosas sensoriales, restableciendo el control normal, o cercano a este, de los

parametros espermaticos evaluados.
60 Objetivos

- Objetivo general

Analizar los efectos del ALCAR, en ratas machos denervadas sensorialmente con

capsaicina, sobre diferentes parametros espermaticos.

- Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la administracion sistémica de 50 mg/Kg/dia de ALCAR diariamente
a partir del dia 21 de edad, en ratas de 90 dias de edad denervadas sensorialmente al

nacimiento, sobre:

- Peso corporal, gonadal, de la prostata y de las vesiculas seminales.

- Motilidad, viabilidad y concentracion espermatica.

Cada parametro se evaluara de forma conjunta y bilateral, es decir, si son elementos

pareados se evaluaran por separado también.
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70 Metodologia

Modelo experimental y condiciones de mantenimiento general

Se usaron 30 ratas macho neonatas, de la cepa ClI-ZV provenientes del bioterio Claude
Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) regido por la norma
NOM-062-Z00-1999 segun los criterios establecidos por el CICUAL (Comité
Institucional para el Cuidado de Animales de Laboratorio). El manejo de las ratas fue
monitoreado por el bioterio y fueron mantenidas con un ciclo de luz-oscuridad 12/12hrs,
se les proporciono agua y alimento para roedores ad libitum. La temperatura se

establecid a 21°C con una humedad relativa de 39-70%.

7 . 1 Tratamiento farmacoldgico y grupos experimentales

Los animales fueron distribuidos al azar en 3 grupos de 10 roedores cada uno, a los
cuales se les suministré un tratamiento farmacoldgico que consistié en una sola dosis
de 50 mg/kg de Capsaicina® (Sigma, S Luis. MO, USA) diluida previamente en una
solucion compuesta por 10% de etanol, 10% de Tween 80 y 80% de solucion salina
(Pisa, México®), asi como de administraciones diarias de 50 mg/kg de acetil L-
carnitina® (Sigma, S Luis. MO, USA) diluida en solucién salina (Pisa, México®). Las
administraciones de estos farmacos se decidieron segun el grupo experimental al que

fueron azarosamente asignados descritos a continuacién (Figura 6):

Grupo VH + ALCAR: grupo administrado s. c. con un volumen equivalente a una dosis
de 50mg/kg de vehiculo de capsaicina al nacimiento y posteriormente a los 21 dias de
edad con una dosis diaria de 50mg/kg/dia de acetil L-carnitina i. p. hasta los 90 dias de
edad.

- Grupo CAPS + ALCAR: grupo administrado s. ¢ con 50mg/kg de Capsaicina al
nacimiento y posteriormente a los 21 dias de edad con una dosis diaria de 50mg/kg/dia

de acetil L-carnitina i. p. hasta los 90 dias de edad.

35 @



- Grupo CAPS + VH: grupo administrado con 50mg/kg de Capsaicina al nacimiento de
forma subcutdnea (s. c.) y posteriormente con una dosis diaria de 50mg/kg/dia de

manera intraperinoneal (i. p.) desde los 21 dias y hasta los 90 dias de edad.

30 ratas macho

ClI-ZzV
v
Admon. de 50 mg/ kg Via
VEHICULO subcutanea al
de CAPS nacimiento.

Admon. de Admon. de ?’iﬂgb&f 50 mg/ kg Via

ALCAR ALCAR intraperitoneal

‘L ‘L de AiCAR durante 69 dias.
G ) (e (s

Sacrificio por
Inmunohisto Evaluacion decapitacion a los
.. .. Pesos .,
-quimica espermatica 90 dias.
CGRP Conteo Corporal, de

Viabilidad vesiculas

seminales,
Motilidad prostatay

testiculos

Figura 6 | Disefio experimental.
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7 . 2 Sacrificio y procesamiento de muestras

Las ratas fueron sacrificadas a los 90 dias de edad por decapitacion con previo uso de
anestesia (Perntobarbital sédico®, PiSA agropecuaria. México), 200uL/100gr) como
método de eutanasia, inmediatamente se hizo la diseccion de los o6rganos
reproductores (testiculos, vesiculas seminales y préstata) para ser pesados en una
balanza analitica, el epididimo fue extraido con el conducto deferente unido para
obtener los espermatozoides de dicha estructura por perfusién con un volumen fijo de 3
mL de solucion Hartman (PiSA S.A de C.V, México), la colecta de espermatozoides del
epididimo derecho se mantuvo separada de la del izquierdo lo que permiti6 una

evaluacion independiente por cada lado.

Analisis microscopico de parametros espermaticos: Motilidad, Viabilidad y Conteo

Espermético

Para el analisis espermatico se siguié la metodologia indicada en el manual de
laboratorio para el analisis de semen asi como del manual para el analisis de semen
humano bajo parametros establecidos por la OMS (Reyes-Luna, 2015).
- Motilidad espermética
Primeramente se evalué la motilidad espermética colocando una alicuota de 10uL de
muestra sobre un portaobjetos y cubriéndola con un cubreobjetos de 22X22mm, una
vez enfocada la muestra bajo un enfoque de 400 X de un microscopio 6ptico modelo
primo star (Carl Zeiss) se contaron 200 o mas espermatozoides) y se clasificaron en
motilidad A (progresiva), esta a su vez en AR (motilidad progresiva rapida) y AL
(motilidad progresiva lenta), motilidad B (no progresiva o in situ) y motilidad C (inmovil).
- Viabilidad espermatica
Posteriormente para el analisis de viabilidad espermatica se mezclo 10uL de muestra
con 10pL de eosina nigrosina en un tubo plastico de 50uL, una vez homogenizada la
muestra teflida se coloco una alicuota de 10uL en un portaobjetos y cubriéndola con un
cubreobjetos de 22X22 mm, se contaron 200 o mas espermatozoides a 400 X, los
espermatozoides fueron agrupados en viables (espermatozoides no tefidos/claros) e

inviables (espermatozoides con la cabeza tefiida/obscuros).
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El resultado de estas dos evaluaciones fue expresado en porcentaje, donde el cien por
ciento es el total de espermatozoides contados para cada parametro.
- Conteo espermatico

Finalmente para el conteo espermatico se coloc6 10uL de muestra sobre un
portaobjetos y cubriéndola con un cubreobjetos de 22X22mm se contaron los
espermatozoides de tres campos completos dentro de la muestra. Después se obtuvo el
promedio de dicho conteo para preparar una muestra secundaria con ayuda de las
tablas de referencia para el conteo de espermatozoides del manual basado en la OMS.
Esta segunda muestra diluyd parte del producto de la perfusién del epididimo con
diluyente de Weimman, de este modo se aseguré que ningun espermatozoide
presentara motilidad. Por ultimo, se coloc6é 10 pL de la muestra secundaria en una
camara de Neubauer de doble reticulo (Marienfeld Superior) para el conteo de los
espermatozoides en las cuadriculas centrales visto a 400 X, el conteo total de las dos
camaras (CT), y los valores obtenidos a lo largo de este procedimiento fueron
necesarios para obtener el factor de conversién (FC). Usando estos valores y con

ayuda de las tablas proporcionada por el manual basado en la OMS se obtuvo el

p . X/2 . .
nuamero de espermatozoides por mL (F—/C) y posteriormente los millones de

X
espermatozoide por volumen de muestra, es decir por 3 mL, (FZ—C)(B).

Expresion de CGRP en el testiculo

Posterior a la extracciéon de los epididimos se realiz6 la extirpacion de los testiculos, los
cuales fueron sumergidos en el fijador Bouin, después de 24 horas estos fueron
cambiados a alcohol al 70%. Posteriormente fueron deshidrtados e incluidos en parafina
para ser cortados a 10um en un micrétomo (Erma, Tokyo®), dichos cortes fueron
colocados y fijados en portaobjetos preparados con poly L- lisina.

Los cortes obtenidos se sometieron a la técnica de inmunohistoquimica para lo cual se
desparafinaron en estufa de secado a 74° C durante 60 minutos, posteriormente se
sumergieron en xileno durante 20 minutos y se hidrataron con una serie de etanol-agua
en el siguiente orden: alcohol 100% (10 min), alcohol 90% (5 min), alcohol 70% (5 min),
agua destilada (4 min). La recuperacion del antigeno se realizé incubando las laminillas
en buffer citrato de sodio durante 15 minutos a 94°C. Se lavaron las muestras con agua
desmineralizada durante 4 minutos y se agregé PBS/Triton al 0.25% durante 10

minutos. Posteriormente se lavaron las muestras con PBS y se agregd BSA- PBST y se
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dej6 incubar por 30 minutos. Enseguida se agregaron los anticuerpos primarios
monoclonales de CGRP (IgG** CGRP (D5R8F) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology)
a una relacion de dilucién de 1:800 (diluidos en BSA-PBST), y se dejé incubar durante
una noche a 4°C en camara humeda. Posteriormente se realizé un lavado con BSA-
PBST, se agregaron los anticuerpos secundarios (Goat pAb anti-rabbit IgG Alexa Fluor
594) y se incub6 durante dos horas a 37°C en camara humeda. Después se lavaron las
muestras con BSA-PBST, se agreg6 Hoechst a una concentracion de 1:500 y se dej6
incubar durante 15 minutos a 37°C. Finalmente se montaron las muestras y se
observaron en un microscopio invertido Zeiss Axioobserver, con sistema de iluminacién
estructurada Apotome 2.0, con filtros de fluorescencia a 230, 488 y 594 nanometros. Se

tomaron fotografias y se compararon entre los grupos enalizados.

73 Andalisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados, primeramente, en una base de datos
construida en Excel (office 2010), esto con el fin de ordenarlos apropiadamente para
posteriormente analisis en el paquete estadistico MiniTab 2018®. Primeramente se
analizé la distribucion de los datos por cada grupo de estudio, después se
comparararon los tres grupos procesados bajo la prueba de ANOVA seguido de la
prueba de Tukey para los pardmetros evaluados: conteo espermatico, peso corporal y
peso de estructuras reproductivas.

*Los datos que presentaron una distribucion no paramétrica o son de

naturaleza porcentual se aplico la prueba de Kruskal-Wallis de comparacion

para datos no paramétricas seguidos de la prueba U de Mann Witney.
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80 Resultados

Al analizar el peso corporal y de las estructuras reproductivas se obtuvo que; los
testiculos izquierdo y derecho, asi como la prostata no muestran diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) en los grupos analizados. En contraste el peso
corporal y de las vesiculas seminales (V.S. + G.C.) presenté un aumento significativo

(p=<0.05) en el grupo CAPS+ALCAR respecto a los otros grupos evaluados (Tabla 1).

Tratamientos Valorde p
Estructura/g CAPS+VH CAPS+ALCAR VH+ALCAR ANOVA
Corporal 326.8+57.3b 377.90+x27.44a 316.30+19.85ab S
V.S. +G.C. 0.766 £+ 0.329a 1.3010+0.4020b 1.0328 + 0.277 ab S
Prostata 0.3635+ 1419 04785+ 0.1423 0.3467 +0.1137 N
Testiculo-Tot  1.5363 £ 0.1377 1.5815+ 0.1676 1.6293 + 0.0531 N
K.W

Testiculo-lzqg  1.5267 + 0.1902 1.6661 = 0.0573 1.6425+ 0.0573
Testiculo-Der  1.5460 £ 0.1108 1.4969 + 0.3062 1.61161 + 0.0592

Tabla 1 | Peso corporal y de las estructuras reproductivas (mediate.e.m) de ratas macho con 90 dias de edad. La
significancia estadistica se determino con un valor de p<0.05 (S), y por el contrario, si no existi6 tal diferencia se

determino con el valor de p>0.05 (N).

La administraciéon de ALCAR en los animales desnervados sensorialmente provoco un
incremento significativo en el nimero de espermatozoides en comparacién al grupo con
s6lo desnervacion sensorial (Figura 7). El andlisis por lado revela que dicho incremento
es debido a un incremento por parte del testiculo izquierdo en los animales del grupo
CAPS+ALCAR. También se observa en las ratas del grupo VH+ALCAR un incremento
en el nimero de espermatozoides del testiculo izquierdo en comparacién a los de su

lado derecho (Figura 8).

El analisis de la viabilidad espermatica mostré6 que la administracion de ALCAR en
animales con o sin deservacion sensorial incrementa en el porcentaje de viabilidad,
siendo so6lo estadisticamente significativo el grupo CAPS+ALCAR en comparacién al
grupo CAPS+VH (Figura 9). El analisis por lado, mostré que en los animales del grupo

CAPS+ALCAR el porcentaje de viabilidad espermética es estadisticamente mayor en el
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testiculo izquierdo en comparacion a los testiculos izquierdos de los otros dos grupos

experimentales (Tabla 2).

El porcentaje de motilidad espermatica se incrementa con la admistracion de ALCAR ya
sea en animales con o sin desnervacion sensorial, en comparacion al grupo CAPS+VH.
El incremento es estadisticamente significativo s6lo en el grupo VH+ALCAR en
comparacion a los animales con desnervacion sensorial (CAPS+VH; Figura 10).
También este incremento se observa en los testiculos izquierdos de los animales
tratados con ALCAR con o sin desnervacion sensorial en comparacion al porcentaje de
motilidad de espermatozoides del lado izquierdo del grupo CAPS+VH. No se
observaron diferencias entre los testiculos izquierdos versus derechos de cada grupo

experimental (Tabla 2).

Conteo espermatico total

140 a
120
100

A O o
o o o

Millones de esermatozoides

)
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VH+ALCAR CAPS+ALCAR CAPS+VH

Figura 7 | Conteo espermatico total (media + e. e. m.) donde el grupo CAPS+ALCAR presenta un mayor numero

de espermatozoides (p<0.05) con respecto al grupo CAPS+VH. Pruebas ANOVA y Tukey.
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Figura 8 | Conteo espermatico izquierdo y derecho (media + e. e. m.) donde el lado izquierdo fue mayor

(p<0.05) con respecto al lado derecho en los grupos VH+ALCAR y CAPS+ALCAR, Pruebas ANOVA y
Tukev

Viabilidad espermatica Total
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Figura 9 | Porcentaje de viabilidad total (media + e. €. m.) donde el grupo CAPS+ALCAR presenta un mayor
porcentaje de espermatozoides viables (p<0.005) que el grupo CAPS+VH. Pruebas Kruscal Wallis y U de
Man Witnney.
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Motilidad espermatica Total
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Figura 10 | Porcentaje de motilidad total (media + €. e. m.) donde el grupo VH+ALCAR presenta un
mayor porcentaje de espermatozoides moviles (p<0.005) que el grupo CAPS+VH. Pruebas Kruscal
Wallis y U de Man Witnney.

Tratamiento K. W.
Parametro (%) CAPS+VH CAPS+ALCAR VH+ALCAR "U" M. W.
Motilidad Izq 27.84 + 3.68a 46.23 +6.67ab 67.41+3.67b S N
Motilidad Der 34.46 £6.82 4555 + 5 57 5517 £5.59 N
Viabilidad 1zq 63.99 + 5.85a 83.33+£3.59b 70.96 +5.64ab S N

Viabilidad Der 63.48 £+ 6.41 82.26+2.32 69.93+6.68 N

Tabla 2 | Porcentaje de motilidad y viabilidad por lado (media + e.e.m), p<0.05 (S), y por el contrario, si no existio
tal diferencia se determino con el valor de p>0.05 (N). Pruebas Kruscal Wallis y “U” de Man Witnney.
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Por otra parte, el estudio de inmunohistoquimica en los testiculos mostré que pocas células
intersticiales y del tibulo seminifero presentaron inmunorreactividad al CGRP (Figura e y f). La
administracion de ALCAR en las ratas previamente desnhervadas sensorialmente provocé una
gran expresién tanto en las células intesticiales como del tibulo seminifero (Figura 11, c y d).
Resultd interesante que en el grupo de VH+ALCAR se observaron mas células
inmunorreactivas a CGRP (Figura 11, ay b) en comparacién al grupo CAPS+VH pero menos
gue el grupo CAPS+ALCAR.

VivAlcar T. Derecho

Vi/Alcar T. Derecho

%

"’é
Caps/Alcar T. Izq . .

Gaps/Alear T. Derecho

CapsVh T. lzq Caps/Vh T. Derecho

Figura 11| Expresion de CGRP en los testiculos, izquierdo y derecho respectivamente, de los
grupos analizados; VH+ALCAR (a, b), CAPS+ALCAR (c, d) y CAPS+VH (e, f.)
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90 Discusidn

Los resultados aqui presentados evidencian el amplio papel de la ALCAR en la
fisiologia reproductiva de la rata macho, reflejado principalmente en los pardmetros de
motilidad, viabilidad y conteo esperméatico. Del mismo modo enfatiza el papel de la
inervacion sensorial en los fendmenos reproductivos, en los parametros antes
mencionados. En estos términos se debe tener en cuenta que, 1); el papel de la
inervacion de las estructuras reproductivas, entre ellas los testiculos y los epididimos,
es de gran importancia en la fisiologia de la reproduccion en la rata macho, 2), La
ALCAR es una molécula con un extenso papel metabdlico, de entre los cuales
destacamos su relacion con la reparacién neural, 3); del mismo modo, la ALCAR,
también esta envuelta en el control fisiol6gico de la reproduccion en niveles intrinsecos

y extrinsecos, neurales y endocrinos.

Los individuos del grupo CAPS+VH y CAPS+ALCAR presentaron lesiones cutdneas en
la parte dorsal del cuello asi como en algunas regiones de las extremidades, este efecto
ya ha sido reportado por otros autores donde a administracion de 60-50mg/ kg de CAPS
en roedores debilita las respuestas sensoriales a estimulos tactiles, térmicos y quimicos
(Fitzgerald, 1983). Asi mismo, los animales de estos grupos, presentaron manchas de
orina en la region genital asociada a problemas de miccion. Al respecto, se sabe que el
funcionamiento la vejiga urinaria, asi como del tracto urinario en general, esta
relacionado con la actividad de canales TRPV1 (Franken, Uvin, De Ridder y Voets,
2014) por lo que el dafio de las fibras nerviosas relacionadas con este canal trajo
consigo una respuesta disfuncional en la miccion de los individuos de estos grupos
(figura 12). Estas evidencias confirman que la administracion de CAPS es una
herramienta altamente efectiva para abordar el estudio de las fibras nerviosas

sensoriales en la fisiologia reproductiva.

Por otro lado el peso de las génadas no reflejé diferencias estadisticas por efecto de los
tratamientos evaluados. Sin embargo se sabe que la discontinuidad quirargica del SSN
asi como del ISN en la pubertad de ratas macho resulta en una disminucion de los
parametros de peso y didmetro relativo de los testiculos (Huo, Xu, Zhang, Zhang y
Cui, 2010), esta disminucion asociada a la inervacion del testiculo nos permite sugerir

gue las fibras nerviosas sensoriales, relacionadas con estos dos nervios, no contribuye
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de forma significativa en el peso de las gonadas masculinas. En contraste el peso de
las vesiculas seminales y las glandulas coagulantes presentaron un aumento
significativo en los individuos del grupo CAPS+ALCAR, estas estructuras se encuentran
inervadas por el MPG y los AG (Arellano, Xelhuantzi, Mirto, Hernandez y Cruz,
2019), estos ultimos podrian contener fibras nerviosas sensoriales las cuales estarian
involucradas en el desarrollo de estas estructuras por lo que el dafio de estas y el

posterior tratamiento con ALCAR resulté en un aumento en su peso.

El peso corporal también presentd variaciones significativas entre los grupos analizados
siendo el grupo VH+ALCAR el que presento el menor peso. Se sabe que,
fisiologicamente, la ALCAR puede transferir su grupo acetilo convirtiéndola en LCAR,
ésta Ultima se asocia a la movilizacion y metabolismo de &cidos grasos (Fielding,
Riede, Lugo y Bellamine, 2018) por lo que su administracién cronica resulta en una
disminucién en el peso. Este efecto ya ha sido evidenciado en mujeres con ovario
poliquistico después de doce semanas tratadas con suplementos a base de carnitina
(Samimi et al., 2016). Adicionalemente se sabe que la administracion de ALCAR a
través de la dieta (bebidas) interviene en el reparto de nutrientes en ratas Wistar
jovenes y puede reducir la resistencia a la leptina en ratas adultas (lossa et al., 2002).
Contrario a esto, el grupo CAPS+ALCAR present0 un peso signigicativamente mayor

respecto el grupo CAPS+VH.

En relacion a los parametros de motilidad, viabilidad y concentracion espermatica, los
grupos analizados también presentaron diferencias significativas siendo en estos dos
utimos parametros donde se presentd un aumento significativo en el grupo de
CAPS+ALCAR sobre el grupo CAPS+VH, estos resultados son consistentes con
trabajos anteriores donde la remocion farmacoldgica de las fibras nerviosas sensoriales
con CAPS resulté en porcentajes bajos de motilidad, viabilidad y conteo espermético asi
como de atrofias en el area luminar y del epitelio germinal de los tubulos seminiferos
(Hernandez Lopez, 2014). Aunado a esto se ha reportado que la denervacion
quirargica del SSN y el ISN, en la cual también se interrumpe la comunicacion sensorial
entre las gonadas y el SNC, afecta el desarrollo normal del testiculo, en particular la
morfologia de los tubulos seminiferos, asi como la respuesta de las células
esteroidogénicas como las células de Leydig disminuyendo la expresion del mMRNA-LHR
y la secrecion de testosterona. Estos efectos ademas se conservan desde la pubertad
hasta los 60 y 90 dias de edad (Huo, Xu, Zhang, Zhang y Cui, 2010). En contraste, en

la rata macho adulta la escision de los nervios asociados al cordon espermatico por
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microcirugia resulta en cambios minimos en la estructura y funcion de los testiculos y
de los conductos deferentes (Laudano et al., 2014). Esto indica que la discontinuidad
de la informacion sensorial y de nervios completos repercute funcionalmente en la
esteroidogenesis y por ende en la espermatogénesis, eventos que repercuten a su vez
significativamente en la viabilidad y concentracion espermatica. No obstante los efectos
adversos de la CAPS en la fisiologia reproducctiva de la rata macho no solo obecede a
factores extrinsecos, si no que también repercute de forma intrinseca en dicho proceso
debido a que los canales de la familia TRPV, con afinidad a los vanilloides, no solo se
encuentran distribuidos en diferentes componentes neuronales a través del tracto
reproductivo y en diferentes regiones del SNC como hipotalamo (nucleo arcuato,
hipotalamo posterior, ndcleo intrafascicular), si no que también se encuentra en en
células espermatogénicas y espermatozoides en el testiculo (canales TRPV1y TRPV5),
la préstata (canales TRPV2, TRPV4 y en menor expresion TRPV1 y TRPV2) y células
epiteliales del epididimo (canales TRPV6) (Gotz, Qiao, Beck y Boehm, 2017; Li et al,
2010; Wang, Pu y Wang, 2007; Fecher-Trost, Wissenbach y Weissgerber, 2017).

Por otro lado, el aumento en porcentaje de viabilidad y en el conteo espermético en el
grupo de CAPS/ALCAR sugiere la activacion de mecanismos asociados a la reparacion
de fibras nerviosas sensoriales por parte la ALCAR. Se sabe que, la regeneracion de
nervios periféricos seccionados de forma quirdrgica esta relacionada con un aumento
de factores neurotropicos (e.g, Factor de crecimiento neural; NGF), neuropéptidos (e.g.
SP, CGRP, SST y NPY), factores de transcripcion y proteinas asociadas al crecimiento
(GAPs), este fenbmeno trastoca morfofisiolégicamente estructuras como el cordon
espinal y el DRG ademas de que puede ser propiciado e incluso acelerado con terapias
medicamentosas que incluyan la administracion farmacolégica de ALCAR (Liu y Wang,
2020). Ademas, esta reparacion neural por parte de ALCAR aumenta el conteo de
neuronas sensoriales y a su vez disminuye el porcentaje de pérdida de las estas en
nervios con axotomia periférica (Hart, Wiberg, Youle y Terenghi, 2002). Este efecto de
reparacién neuronal estd asociado a la activacibn de vias secundarias a su ruta
metabdlica, tal como la activacion de la sefial extracelular regulada por cinasas (ERK)
las cuales estan relacionadas con la elongacion del axon y la regeneracién nerviosa,
dichos eventos han sido estudiados sobre neuronas sensoriales del DRG en la rata

adulta (Hausott y Klimaschewski, 2019).

Del mismo modo la administracién de 50mg/kg/dia de ALCAR en ratas macho adultas
SD con lesién del DRG en los segmentos de la medula espinal L4 y L5 disminuye
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significativamente la perdida neuronal y normaliza la morfologia de las mismas, esto
evidencia la capacidad neuroreparadora de la ALCAR ante dafio a estructuras
nerviosas periféricas (Hart, Wiberg, Youle y Terenghi, 2002) Sumado a esto se sabe
que, el suministro de ALCAR a pacientes con neuropatia periférica dolorosa representa
un tratamiento efectivo, el cual favorece la conduccion y regeneracion nerviosa, estos
efectos trastocan la funcionalidad neuronal, dado que los mecanismos por los cuales
actia la ALCAR permiten, entre otras cosas, la extension de neuritas, esta evidencia
propone a la ALCAR como un analgésico eficaz en el tratamiento de dolor neuropatico
(Di Stefano, Di Lionardo, Galosi, Truini, y Cruccu, 2019; Notartomaso, S. (2017);
Notartomaso et al, 2017; Sima, Calvani, Mehra y Amato, 2005).

Ademas de la activacidon de mecanismos de reparacion de fibras nerviosas, la ALCAR
se relaciona con la homeostasis energética, la regulacion nutricional y el control
hormonal a través su accién sobre la LCAR y esta a su vez con los mecanismos de
activacion de la carnitina palmitoil-transferasa 1 (CPT1) en el hipotdlamo. Dicho control
se ha relacionado principalmente con la expresion de la leptina y la grelina (Stark,
Reichenbach y Andrews, 2015). En este sentido, la accion de la LCAR permite el
control de la expresion hormonal de la leptina y la grelina a partir de la regulacion
neuroendocrina. Del mismo modo se ha relacionado a la ALCAR con el control
neuroendocrino de hormonas reproductivas como GnRH y LH, en mujeres con
amenorrea hipotalamica funcional, (Genazzani et al., 2011) ademas, el efecto de
ALCAR puede ser potenciado por la administracion coordinada con la LCAR
(Genazzani et al., 2017).

Resulta interesante observar que en el modelo de estudio de la rata diabética la
administracion de 50 mg/kg de LCAR tiende a normalizar diferentes parametros
espermaticos; motilidad, viabilidad y conteo espermatico. Dicha tendencia se mantiene
al analizar la expresion de genes apoptédticos en el epitelio germinal, es decir, la
administracion de LCAR disminuye la apoptosis en ratas diabéticas. Sin embargo, los
efectos antes mencionados son dependientes de la dosis ya que con la administracion
de 100 y 200 mg/kg de LCAR el incremento de los parametros espermaticos ya
mencionados es estadisticamente significativo. (Mardanshahi, Rezaei, Zare,
Shafaroudi y Mohammadi, 2019).

Por otra parte, el mismo efecto estimulatorio en los parametros espermaticos de

motilidad, viabilidad y concentracion aumentan significativamente con la adminsitracion
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de 50 y 150mg/kg de LCAR en gallos. Este efecto estaria explicado por una
estimulacion del eje neuroenddécrino hipotalamo-hipéfisis-gonadas dado que se ha visto

también un aumento en la expresién de FSH, GnRH y melatonina (Elokil et al., 2019)

A nivel intrinseco, es decir a nivel celular, se ha mostrado que la ALCAR estimula la
funcion mitocondrial, actividad importante en el desarrollo y maduracion de los
espermatozoides, e.g., la homeostasis de las ROS y la disminucién de la actividad de
proteinas pro-apoptoticas y del citocromo-c, que promueven la viabilidad espermaética,
reduciendo asi el estrés metabolico. También se le ha relacionado con la maduracion
de los espermatozoides en el epididimo donde la tirosina, presente en la pieza media y
la cola este, es fosforilada permitiendo activacion del espermatozoide, este evento
también esta asociado con la producciéon de radicales libres, (Pena et al., 2009) estos
efectos ya han sido evaluados en hombres que presentan astenozoospermia. Sumado
a esto se tiene evidencia de la ALCAR aumenta la expresién del NGF, el cual ha sido
relacionado con la funcién de las estructuras reproductivas en la rata macho. Dicho
factor de crecimiento se expresa ampliamente en componentes relacionados con la
fertilidad, tales como las células de Leydig, células germinales, en el epitelio de los
conductos eferentes y deferentes, el epididimo, las vesiculas seminales, las glandulas

coagulantes y la prostata (Li et al., 2005).

Mucho se ha hablado ya de los efectos positivos de la ALCAR ante la destruccion
neuronal y como regulador de procesos neuroendocrinos, sin embargo, estos efectos
no favorecen los parametros de viabilidad y conteo esperméatico en los animales del
grupo VH+ALCAR, los cuales se mantuvieron por debajo del grupo de CAPS+ALCAR.
Esta evidencia sugiere un caracter mas versatil de la ALCAR en la fisiologia
reproductiva y sus mecanismos de accion aun requieren de muchos estudios. Se sabe
gue un desequilibrio en el ambiente oxidante en las gonadas repercute en las células
germinales, por ejemplo las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidos de
forma normal gracias a la actividad energética celular. Este estado fisiologico “normal’
provee un microambiente adecuado para la regulacion del estado tonico vascular y la
expresion genética en los testiculos, ademas de ser requerido en la maduracion,
hiperactivacion y capacitacion del espermatozoide asi como en el proceso de
guimiotaxia espermatica e incluso en la fertilizacion (Ko, Sabanegh y Agarwal, 2014).
En este sentido, dado que la administracion de ALCAR podria estar disminuyendo los
niveles de ROS en el testiculo en los animales “normales” del grupo VH+ALCAR, a
través del fomento en la actividad antioxidante, por lo que los efectos inicialmente
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estimulatorios de la ALCAR sobre la espermatogénesis se podrian perder por la
administracion cronica (mas de 9 semanas) de ALCAR lo que activaria mecanismos de
retroalimentacion negativa sobre el eje neuroenddcrino hipotalamo-pituitaria-testiculos e
incluso a nivel celular, todo lo anterior explicaria la disminucién en el porcentaje de
viabilidad y numero de espermatozoides con respecto a los animales desnervados

sensorialmente y tratados con ALCAR.

Nuestros resultados apoyan las multiples evidencias de efectos reparadores de la
ALCAR a través del eje neuroendocrino H-P-T, en apoyo a lo anterior se ha visto que la
administracion diaria por 7 semanas de al menos 100 mg/kg de LCAR en ratas macho
con induccion de diabetes restablece las concentraciones séricas de las hormonas LH,
FSH y T y los parametros espermaticos en comparacion a las ratas control sin diabetes
(Rezaei et al, 2018). Esta evidencia acompafia la hipétesis de que la administracion
cronica de ALCAR en animales intactos podria sobrestimular mecanismos que
controlan la espermatogénesis provocando respuestas fisioldgicas desfavorables para

los parametros de viabilidad y conteo espermatico.

Al momento no se tiene una explicacion al por qué el grupo VH+ALCAR, cuyas ratas
presentaron un aumento significativo en el porcentaje de motilidad esperaatica respecto
a los otros dos grupos evaluados, no se observd una disminucion como en el caso de
los pardmetros de viabilidad y concentracion. Lo cual concuerda con otros estudios
quienes han mostrado que la administracion sistémica de ALCAR y la LCAR representa
un tratamiento exitoso ante padecimientos de infertilidad masculina como la
astenozoospermia (problemas de motilidad espermatica), oligoastenozoospermia
(problemas en el conteo espermatico) y oligoastenoteratozoospermia (problemas en
motilidad, conteo y morfologia espermatica) idiopatica principalmente (Agarwal y Said,
2004; Zhang, Cui, Dong, Sun y Zhang, 2019). Estas evidencias nos permiten sugerir
gue la accion de ALCAR en animales intactos estimula la adquisicion de motilidad en
los espermatozoides, independientemente si los animales tienen intacta 0 no su

inervacion sensorial.

Finalmente, el analisis lateral del conteo espermatico mostré6 un mayor namero de
espermatozoides obtenidos del epididimo izquierdo sobre las muestras del derecho,
esta evidencia nos permite sugerir que el control sobre este parametro es asimétrico.
Dicha asimetria ya ha sido evidenciada anteriormente en varios componentes dentro del

control neuroendocrino de la reproduccion, tales como la vascularizacion, las génadas y
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su inervacion (Gerendai y Halasz, 2001), sin embargo estos reportes indican que el
testiculo derecho responde mejor que el izquierdo en condiciones de hemicastracion y
se le ha relacionado ademas con un aumento en los niveles séricos de testosterona
(Frankel, Chapman y Cook, 1989), hormona importante en el control de la

espermatogénesis.

Estas evidencias parecieran oponerse a nuestros hallazgos en los parametros
espermaticos, principalmente en el conteo espermatico, sin embargo, la informacion
antes presentada nos permite considerar lo siguiente; la denervacion sensorial con
CAPS diminuye la respuesta de ambos testiculos en el conteo espermético. El
tratamiento con ALCAR en ratas denervadas sensorialmente permite una recuperacion
de la respuesta de ambos testiculos, pero es significativamente mayor en el testiculo
izquierdo. Se sabe que el ganglio hipogastrico izquierdo en el ratbn macho es mas
grande respecto al derecho (Gerendai y Halasz, 1997; Gerendai y Halasz, 2001) lo
cual podria atribuirse a una mayor densidad de neuronas, dentro de las cuales estarian
fibras nerviosas sensoriales por lo que la destruccion de estas podria afectar la
funcionalidad del testiculo y la administraciéon de ALCAR podria estar restableciendo la
continuidad de estas fibras nerviosas con sus 6rganos que inervan como son las

gonadas.

100 Conclusiones

- La informacion sensorial participa de manera estimulatoria en el control
neuroenddcrino de la reproduccién en la rata macho.

- La administracién de ALCAR en la rata macho desnervada sensorialmente
estimula mecanismos neuroenddécrinos y/o neurales que permiten incrementar
los parametros espermaticos de motilidad, viabilidad y numero de
espermatozoides.

- El tratamiento crénico y sistémico de ALCAR en ratas macho con
inervacién sensorial intacta repercute negativamente en los parametros de
viabilidad y conteo espermatico, asi como en el peso corporal y el peso de las

vesiculas seminales.
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11.0Perspectivas

- Analizar los parametros de fertilidad de los tres tratamientos farmacoldgicos.

- Analizar y compararar los parametros morfologicos del testiculo y el epididimo
con base en la técnica de corte histoldgico pertinente.

- Evaluar el efecto de los tres tratamientos farmacologicos sobre los niveles
séricos de testosterona y estradiol, asi como la expresion de genes apoptoticos y
de proliferacién en células que componentel testiculo.

- Dilucidar la accién de la capsaicina y de la acetil L-carnitina sobre las fibras
sensoriales presentes en el testiculo a parir de técnicas de inmunohistoquimica.

- Analizar la recuperacion neuronal de los ganglios de la raiz dorsal asociados a
las funciones reproductivas segun la técnica de corte histologico pertinente.

- Evaluar a nivel del sistema nervioso central la morfologia neuronal de las areas
relacionadas de forma clasica y reciente con la reproduccion y correlacionarla

con los parametros de espermaticos y de fertilidad.
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120 Anexos

Figura 12 | Efectos plausibles de la CAPS sobre la sensibilidad cutanea (a), la vision (b) y la capacidad de
miccion (d). En contraste con los parametros en condiciones normales (cy €).
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