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Abreviaturas

12-HPETE: acido 12-hidroperoxieicosatetraenoico
CA: Catecolaminas

Ca2+: Calcio

CAM: calmodulina

CAMKII: quinasa dependiente de calmodulina
Cap.: Capsaicina

FSH: Hormona foliculoestimulante

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina
H&E: hematoxilina-eosina

HHG: Eje hipotalamo hipofisis gonadas

LH: Hormona luteinizante

NADA: N-araquidonoil-dopamina

P: Postnatal

PKC: proteina quinasa C

TDF: factor determinante de los testiculos

TRPV1: Receptor de potencial transitorio de canales catidonicos



1. INTRODUCCION

La pubertad es considerada el periodo de transicion entre la infancia y la edad adulta,
donde tienen lugar importantes cambios fisicos, funcionales, psicologicos e interrelaciones.
Permitiendo asi generar caracteristicas fisicas, produciendo cambios fisioldgicos
relacionados a la identidad sexual en las cuales se encuentra la percepcion de hormonas del
sexo opuesto, y generar atraccion las cuales permiten la preservacion de diferentes especies

(Muiioz et. al., 2007).

En los machos, debe de existir la maduracién espermatica, proceso mediado por
actividad endocrina y regulado por el eje hipotalamo hipofisis gonadas (HHG), dando un
orden a la secrecion de androgenos. Lo que permite que el macho pueda fecundar durante la
copula, donde el espermatozoide y el ovulo se unen, ocurriendo la fertilizacion que se

continta con el desarrollo del embrion preimplantacional (Lacqua, et al., 2017).

1.1 Pubertad en mamiferos

La pubertad presenta una amplia relacion con los cambios neuroendocrinos que
permiten la activacion del eje HHG (Giiemes et. Al., 2017)- Mediante procesos fisiologicos,
biolégicos y quimicos generados en la maduracion sexual se inicia la maduracion de
genitales, glandulas suprarrenales, asi como la adquisicion del pico de masa Osea, grasa y

muscular y se logra la talla adulta. (Kaplan, 2004).

El inicio de la pubertad esta regulado principalmente por el cerebro, particularmente
con los nucleos del hipotdlamo. Estos nticleos son la region anterior, principalmente el nucleo

predptico, el area periventricular y el nicleo arcuato.

En estos nucleos estdn las neuronas productoras de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH). GnRH estimula la sintesis y liberacion de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) en la hip6fisis. Tanto FSH y LH actuaran
en testiculos permitiendo la liberacion de esteroides sexuales por las gonadas. Los impulsos
hormonales permitiran cambios caracteristicos de la pubertad, tanto somaticos como de

comportamiento, originados en el eje HHG (Juérez, Quevedo & Reséndiz, 2013).



A. Nucleo Preodptico medio: Localizado descienden hacia el tronco encefalico

(Figura 1) Relacionado a la a diferenciacion sexual del cerebro. Esta hormona
puede influenciar el metabolismo de los neurotransmisores, los que
finalmente tendrian el rol de producir la diferenciacién sexual del cerebro.
Generando la liberacion de dopamina siendo la que induce la motivacion
sexual, los reflejos genitales, y la copulacion, tanto en machos como en

hembras (Lopez C, Jiménez F 2015).

B. Nucleo Arcuato: Localizado en el hipotalamo medio en la porcion mas ventral

del tercer ventriculo, cerca de la entrada del receso infundibulo. (Figura 1)
Actuando como importante activador de la liberacion de GnRH, sobre el que

actian inhibitoriamente el estrés, la hipoglucemia y el lipopolisacarido (Lopez

C, Jiménez F 2015).

C. Area Periventricular : pequefio grupo de neuronas a lo largo de la pared

del péptido natriurético auricular del tercer ventriculo (Figural) sitio clave
para la expresion de kisspeptinl, un neuropéptido que regula la hormona
liberadora de gonatropina y la reproduccion sexual ( Semaan et al. , 2012 ).

cire el
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Figura 1: Localizacion de niicleos con funciones primordiales de liberacion hormonal, durante el proceso de
pubertad. Localizando Niicleo Predptico, Niicleo arcuato y Area Periventricular Antero ventral

(Lopez C, Jiménez F 20135).


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/atrial-natriuretic-peptide
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/third-ventricle
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neuropeptide

1.2 Sistema Genital Masculino

El sistema reproductor masculino esta compuesto por los testiculos, un sistema de canales

que incluye las vesiculas seminales y glandulas sexuales accesorias como la prostata, ademas

de unas estructuras de soporte como el escroto y el pene (David G., Shoback D.2013)

a)

b)

d)

2)

Pene: Organo copulador, situado por debajo de la sinfisis pubis y por arriba del
escroto (Figura2) encargado de transportar el semen y la orina; se encuentra adherido
al abdomen en la seccion de “raiz” (Figura2) (Latarjet Ruiz, 2012). El pene es un
organo cilindrico en cuyo interior se encuentran dos cuerpos llamados cavernosos y
un cuerpo esponjoso, por cuyo interior transcurre la uretra.

Testiculo: Se localizan en la parte inferior del torso, entre la base del pene y el ano,
en la zona conocida como perineo. Este es un oOrgano ovoide, aplanado
transversalmente, de color blanco azulado, brillante y liso. Se reconocen dos caras,
medial y lateral. Tiene dos bordes, uno posterior y otro anterior y dos extremidades:
superior e inferior (Figura2) (Latarjet Ruiz, 2012)

Epididimo: Estructura localizada en el borde posterior del testiculo (Figura2),
presenta una cabeza redondeada separado del testiculo por dos surcos, lateral y
medial; una cola, inferior y lateral. Permite la maduracion apropiada de los
espermatozoides, permitiendo llevar a cabo el proceso de maduracion espermatica
(Figural) (Latarjet Ruiz, 2012).

Escroto: Es el saco que contiene a los testiculos, epididimo y parte inferior de los
cordones espermaticos estdn contenidos en las bolsas escrotales (Figura2). Este saco
cutdneo se encuentra conformado por dos Capas: la piel y la tinica (Latarjet Ruiz
,2012).

Capa albuginea: Membrana fibrosa que cubre testiculo y epididimo (Figura2),

constituida por fibras de coldgeno entrelazado, brindando proteccion y regulacion
térmica del exterior (Latarjet Ruiz ,2012).

Espermatocele: seccion que conecta epididimo con vasos deferentes (Figura2),
incrementando la cantidad de liquidos, denominado liquido seminal. Y terminar el
proceso de Capacitacion espermatica (Latarjet Ruiz, 2012).

Conductos deferentes: Los conductos deferentes son 2 tubos musculares de pared

gruesa que comienzan en la cola del epididimo de cada lado y terminan en el conducto



eyaculador. Transportan esperma desde el epididimo al conducto eyaculador
(Figura2) (Latarjet Ruiz ,2012).

h) Vesiculas seminales: Secciones donde se Asientan a ambos lados de la parte caudal

de la superficie dorsal de la vejiga (Figura 2). Tienen un fondo, un cuerpo y un cuello
o conducto, estos producen un liquido rico en fructosa, el cual permite la movilidad
y energia a los espermatozoides. Considerado como una parte fundamental de las vias

espermaticas (Latarjet Ruiz, 2012).

Vesicula seminal

Conducto
deferente
Escroto
( Testiculo
N
Espermatocele : >3

Pene

Capa albuginea

Figura 2.- Imagen representativa del aparato reproductor masculino de rata en el cual se seiialan
las secciones Pene, Testiculo, Escroto, Capa albuginea, Espermatocele, Conductos deferentes y Vesiculas

Seminales (Fernandez C. 2012)



1.3 Eje hipotalamo hipofisis gonadas

El Eje HHG es un sistema cuya funcidn principal es mantener la regulacion entre la
produccion de hormas, Las cuales afectan el crecimiento de tejido, desarrollo de caracteres
sexuales. Por medio de la liberacion de la hormona estimulante de las gonadotropinas a la
circulacion portal hipofisaria, donde se estimula la secrecion pulsatil de gonadotropinas

adenohipofisarias a la circulacion periférica.

La actividad gonadal se ve dirigida por la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que permite la liberacion de la hormona luteinizante y de la hormona
foliculoestimulante proveniente de la regién adenohipoéfisis. Estas gonadotropinas actiian
sobre las gonadas masculina y femenina. Los niveles de la GnRH, de la hormona luteinizante
y de la hormona foliculoestimulante estan regulados por mecanismos de retroalimentacion
de los estrogenos y androgenos, liberados por las génadas que actian en el hipotdlamo e

hipofisis.

La hipofisis responde sintetizando hormonas fundamentales para el control de las
funciones metabdlicas en todo el organismo (Figura 3) (Maeda et al., 2010). Estas a su vez

se ven reguladas por la hormona inhibina la cual presenta funcion de feedback negativo en

el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas, generando una regulaciéon hormonal (Figura3).

Hipotal S
ipo aamoﬁ =

Figura 3: Accion de eje hipotalamo hipdfisis gonadas por regulacion hormonal, El efecto de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) sobre hipdfisis e hipotalamo en la liberacion de las hormonas luteinizante y de la
hormona foliculoestimulante para llegar a testiculo y la presencia de inhibina que permite la regulacion de liberacion

excesiva de hormonas generando una estabilidad hormonal.



1.4 Hormonas reguladoras

1.4.1 Hormonas Hipotalamicas

Hormona liberadora de gonadotropina
La GnRH es la hormona hipotaldmica que controla la funcion gonadal a través del
estimulo de la sintesis y la secrecion de las gonadotrofinas hipofisarias, hormona

foliculoestimulante y Hormona luteinizante (Figura 4).

1.4.2 Hormonas Hipofisiarias

Hormona foliculoestimulante

Hormona Foliculoestimulante es una glucoproteina sintetizada y secretada por células
basofilas de la adenohipofisis esta se encuentra influenciando a las células de Sertoli,
aromatizando la testosterona proveniente de las células de Leydig para formar estradiol
generando una proteina ligadora secretada a la luz tubular, que permite interaccion con

inhibina en una reaccion reguladora (Figura 4) (Dvorkin, Cardinali, Lermolli, 2011).

Hormona luteinizante

Hormona Luteinizante al igual que FSH es una glucoproteina sintetizada y secretada
por células basofilas de la adenohipoéfisis, en conjunto a FSH en niveles plasmaticos forma
pulsos estimulantes, esta a su vez dirige la estimulacion de las células de Leydig Presenta
una retroalimentacion negativa generada por las hormonas testiculares denominadas

Testosterona e inhibina (Figura 4) (Dvorkin, Cardinali, Lermolli, 2011).

1.4.3 Hormonas peptidicas

Inhibina

Es una hormona de origen exclusivamente gonadal, producida en las células de Sertoli
y secretada en respuesta a la FSH a nivel hipofisiario del cual, a su vez, a través de un
feedback negativo, suprime la secrecion hipofisaria de la FSH, altamente relacionado a la
produccion espermatica (Figura 4). (Plazas et Al 2010). Un aumento anormal de la FSH
sérica es entonces interpretado como una caida de la produccion testicular de inhibina. De
esta manera los niveles circulantes de inhibina B pueden diferenciar una espermatogénesis

normal de una anormal.



1.4.4 Hormonas testiculares

Testosterona

Hormona que proporciona los caracteres sexuales secundarios, adquiridos
progresivamente a lo largo de la vida, tales como el timbre de voz, la distribucion del vello,
la morfogénesis genital, masa muscular, funcidon sexual y reproduccion. (Junquera, Carneiro
2015) la testosterona se encuentra regulado por un feedback negativo por la misma

testosterona en una produccion sobre los necesarios y por inhibina (Figura 4).

Los niveles de testosterona son un factor de alta prioridad para el desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios, los niveles de testosterona se incrementan durante la
pubertad a sus niveles maximos y se encuentra un valor basal del cual se mantiene constante
hasta la edad adulta (entre 40 y 70 afios) Su alteracion es multifactorial encontrando entre el

area recurrente se ven disminuidas sus cantidades a niveles séricos (Morato el al. 2007).

Dihidrotestosterona

Andrdégeno, metabolito bioldgico activo de la hormona testosterona, sintetizada
principalmente en los testiculos (Figura 4). La LH en las células intersticiales de Leydig del
testiculo incita la sintesis de la testosterona. En las células de Sertoli ubicadas en el conducto
seminifero, la testosterona se transforma en dihidrotestosterona (un andrégeno muy activo)
y también se convierte por la colaboracion de la aromatasa en los estrogenos estrona y

estradiol (Figura 4).
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1.5 Catecolaminas

Las catecolaminas presentan un papel importante en la funcion de mecanismos
neuronal endocrino ligado a sistema nervioso simpatico -adrenal y el eje hipotalamo hipoéfisis
-adrenal. Se inicia a partir de la dieta, con alimentos de contenido de tirosina el cual se
biotrasforma a la produccion de dopamina, noradrenalina y adrenalina. El término
“catecolamina” (CA) designa a todos aquellos compuestos que contienen el grupo catecol
(ortodihidroxibenzeno) y una cadena lateral con un grupo amino: el ntcleo catecol. Las

catecolaminas de importancia fisioldgica son; Dopamina, noradrenalina y adrenalina

La adrenalina (o también epinefrina) es sintetizada y almacenada en la médula adrenal
y liberada hacia la circulacion sistémica. La noradrenalina (o norepinefrina) es sintetizada y
almacenada no solamente en la médula adrenal, ademas también lo es en los nervios
simpaticos periféricos. La dopamina se encuentra en la médula adrenal y en los nervios
simpaticos periféricos, pero esta catecolamina actia fundamentalmente como un
neurotransmisor en el sistema nervioso central. Noradrenalina, adrenalina y dopamina:
acttian como hormonas siendo adrenalina la de mayor porcentaje de produccion involucrado

en el movimiento involuntario.

Dopamina: Hormona encargada de la regulacion de comportamientos modulada a

nivel neuronal generando asi sensaciones placenteras y comportamientos adictivos.

Noradrenalina: Anillo catecol con 6 carbonos y dos grupos hidroxilos, este cumple

una funcion importante en el desarrollo de las actividades diarias, esta tiene funcidén

hormonal; en la glandula suprarrenal la cual dirige a sangre periférica.

Adrenalina: Actla al igual que noradrenalina como hormona en torrente sanguineo
generado a partir de la modificacion de aminodcidos esenciales descarboxilados; amina
bioldgica que se encarga de diversos mecanismos de movimiento en respuesta a estimulos
con una sintesis exclusivamente dirigida por sistema nervioso central (Tortora & Derrickson

2015).
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1.6 Desarrollo del testiculo desde el recién nacido

El proceso de diferenciacion sexual es un proceso continuo que se inicia durante el
desarrollo embriofetal, La diferenciacion gonadal ocurre de forma temprana, marcado por
la formacion de cordones testiculares, siendo al dia 13 post-fecundacion en ratas. (Rojas

M., Conei D., Bustos E., 2012).

La actividad enzimatica esteroidogénica se activa tras esta diferenciacion,
ocasionando la produccion de testosterona al dia 15,5 post-fecundacion en ratas.

(Huhtanienmi & Pelliniemi, 2012)

La formacion de las futuras gonadas son bipotenciales, es decir que podran
evolucionar hacia testiculos o hacia ovarios seglin la constitucion genética del individuo,
dando origen a los componentes somaticos de las gonadas. Las células germinales se originan
en tejidos extraembrionarios, en el saco vitelino (Figura 5). (Goodfellow & Lovell-Badge

2001).

Figura 5: Representacion de embrion de rata entre los dias 13 a 15 posteriores a la fecundacion de rata, donde se

inicia la diferenciacion sexual de los sujetos. (Cunningham et.al. 2013)
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Previo a la diferenciacion se encuentra que los sujetos tienen en su estructura Gonadas

indiferenciadas (Figura 6). Mientras que en el individuo XY las crestas gonadales se

diferencian formando los testiculos fetales. Es posible observar la formacion de cordones

testiculares, futuros tubos seminiferos, formados por una poblacion de células somadticas, las

células de Sertoli, y una poblacion de células germinales. (Rojas M., Conei D., Bustos E.,

2012).

-Conducto
mesonéfrico

Conducto
paramesonéfrico

Cresta gonadal

Intestino posterior

/

"==Seno urogenital

Figura 6: Representacion de tejidos extraembrionarios donde se pueden encontrar los conductos

paramesonefricos, crestas gonadales, los cuales permitirdan la formacion de tejidos definidos para una diferenciacion

sexual. (Cunningham et.al. 2013)

Posteriormente los gametos comienzan a diferenciarse en el intersticio entre los

cordones seminiferos las células de Leydig (Figura 7). La poblacion de células germinales

estd formada por los gonocitos, que se multiplican y se diferencian a espermatogonias; éstas

también de dividen por mitosis, pero no entran en meiosis hasta la pubertad. (Goodfellow &

Lovell-Badge 2001).

14



Conducto
mesonéfrico

Conducto

paramesonéfrico Células

germinativas
primordiales

Gonada indiferenciada

TDF

Red testicular

Tunica albuginea

Cordones testiculares

Figura 7: Proceso por el cual la gonada indiferenciada con efecto de la hormona denominada TDF permite
la formacion de la red testicular, tinica albuginea, cordones testiculares y conducto paramesonefiico, permitiendo

JSormar los testiculos de las ratas macho. (Cunningham et.al. 2013)

Bajo la accion de los androgenos testiculares, los conductos mesonéfricos de Wolff
dan origen en el feto masculino a los epididimos, conductos deferentes y vesiculas seminales
(Figura 8). Permitiendo generar las c€lulas definidas que al inicio de la pubertad permitirdn
formar, almacenar y secretar espermatozoides maduros con la finalidad de preservar su

especie. (Cunningham et.al. 2013)
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superficial

élula de Sertoli

Célula germinativa primordial

Figura 8: Representacion de las células dentro del cordon sexual primario, indispensables para el término de

la diferenciacion sexual de los sujetos. (Cunningham et.al. 2013)

En el sexo femenino, ante la ausencia de hormona anti-Miilleriana (AMH), los
conductos paramesonéfricos de Miiller forman las tubas uterinas, el utero y el tercio superior
de la vagina. Los conductos de Wolff degeneran en el feto XX por falta de andrégenos, en
tanto que los conductos de Miiller regresan en el feto XY por accion de la AMH. (Goodfellow

& Lovell-Badge 2001).

La diferenciacion de los 6rganos genitales internos y externos de neonatos en sentido
masculino o femenino depende de la presencia o ausencia de las hormonas testiculares. Las
cuales tendran accion importante en la pubertad y el proceso de maduracion sexual de las

ratas (Goodfellow & Lovell-Badge 2001).
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1.7 Histologia celular de los testiculos

Cada testiculo se encuentra envuelto por una capsula gruesa de tejido conjuntivo

denominado tunica albuginea (TA). La TA se engrosa en la superficie dorsal testicular

formando el mediastino testicular. A partir del mediastino testicular parten los tabiques

fibrosos, que se introducen en el testiculo y se dividen en un aproximado de 250 lobulillos

testiculares. Dentro de cada lobulillo testicular se encuentra los tibulos seminiferos.

a)

b)

Lobulillos: Son estructuras piramidales en el cual se almacenan espermatidas los
cuales se preparan para su maduracion dentro de los lobulillos, que presentan una
forma conica, dentro de este presenta de 1 a 4 tibulos seminiferos, dentro del cual
se producen los espermatozoides y un estroma de tejido conjuntivo donde se
encuentran células de Leydig (Figura 9) (Junquera & Carneiro, 2015).

Células de Leydig: Son las tipicas células productoras de esteroides que

manifiestan mitocondrias con crestas tubulares, las regiones entre los tibulos
seminiferos plegados estan ocupadas por elementos de la tinica vascular rica en
vasos sanguineos, tejido conectivo con fibroblastos, células cebadas y otras
constituyentes normales del tejido conectivo. Dispersos entre la tinica vascular
hay grupos de células endocrinas (Figura 9) (Ibarra et Al. 2006). Las células de
Leydig son secretadoras de testosterona se ve regulada por la hormona
luteinizante estas son las principales productoras y liberadoras de testosterona

desde el inicio del desarrollo del feto hasta su edad adulta (Transpén et al. 2014).

Células de Sertoli: Son elementos esenciales para la produccion de los

espermatozoides, con una superficie basal la cual se adhiere a la 1amina basal de
los tabulos y sus extremos apicales se encuentran en la luz del tibulo (Figura 9).
Son secretoras del liquido testicular que llena el tibulo seminifero y como células
endocrinas liberadoras de hormonas teniendo principalmente la secrecion de
inhibina. Las células de Sertoli presentan las funciones de sostén, proteccion y
aporte de los espermatozoides en desarrollo (Junquera, Carneiro 2015) La célula

de Sertoli es el principal productor de inhibina B en el testiculo; sin embargo, los
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mecanismos involucrados en la regulacion de su sintesis son complejos dependen

del grado de maduracién de la célula de Sertoli.

La produccién de inhibina B por la célula de Sertoli no estd regulada solo por la

Hormona foliculoestimulante, sino también por otros factores producidos probablemente por

las células peritubulares y productos no esteroideos de la célula de Leydig (Transpén et al.

2014).

Los tabulos seminiferos se encuentran conformados por células espermatogénicas y

células de Sertoli, conjunto a las células de Leydig, las cuales se encuentran como tejido

conjuntivo en los espacios de los tiibulos seminiferos permiten una regulacion en secrecion

de androgenos, estrogenos reguladores del sistema (Figura 9) (Dvorkin, Cardinali, Lermolli,

2011).

Capa
ADUZINCY e

Tabiques
testiculares

Tubulos seminiferos

Lobulillos

Figura 9.- Representacion de secciones internas de testiculo de ratas, permitiendo, identificar los lobulillos,

conductos seminiferos, células de Sertoli y células de Leydig en testiculo sano (Sequeira l. dep.vet, 2015).
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1.8 Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual dentro de los tubulos seminiferos se
produce la poblacion de espermatozoides, este proceso incluye la division celular mediante
mitosis y meiosis, seguida de una diferenciacion final de las células en espermatozoides. El
proceso de espermatogénesis se ve formado a partir de la espermatogonia, las cuales estan
situadas cerca de la ldmina basal del epitelio seminifero, durante la etapa de pubertad, las

espermatogonias inician un proceso de division mitotica.

Las espermatogonias presentan la a Capacidad de mantener la division celular del
proceso de formacion de espermatozoides maduros o bien se puede mantener como célula

madre de otras espermatogonias (Figura 10).

La division de las células se ve orientado por procesos mitotico y meidtico, con la

finalidad de obtener células maduras que transporten el material genético adecuado.

' Espermatocito
W : primario
Espermatogonia A s
$ Espermatozoide
Tdbulo Seminifero g : 4
Espermatocito
\ secundario

Figura 10: Identificacion del proceso de espermatogénesis en Corte de testiculo de rata macho Wistar Tincion

Hematoxilina- Eosina, Laboratorio Neuroendocrinologia.
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Se lleva a cabo la diferenciacion de espermatidas a espermatozoides, por medio de

una disminucion del citoplasma en el espermatocito primario, posteriormente se ve alargando

el nucleo del espermatocito secundaria, terminado este proceso este proceso se mantiene la

informacion mitocondrial en el cuello del espermatozoide y se dirige a la luz del tibulo que

servira de transporte (Figura 10).

a)

b)

Espermatocito primario: Diferenciacion de Espermatogonios durante el proceso
mitdtico para la trasformacion a Espermatocitos secundarios (Figura 11).

Espermatocito secundario: Pasan por ciclos mitoticos generando espermatocitos

primarios, los cuales duplican su DNA (equivalente a 46 cromosomas) durante el
anafase del proceso los cromosomas homologos se separan generando espermatocitos
secundarios (con 23 cromosomas) Asi por medio de meiosis se ve formada

celularidad con la mitad de niimero de cromosomas (Figura 11).

Espermatogonia J

Mitosis

Espermatocito
primario

\ Meiosis

secundario

. /\
Espermatocito .J 0
|

Espermatozoide I [ I

Figura 11: Proceso de espermatogénesis, en el cual se identifican las espermatogonias, espermatocitos primarios,

secundario generando espermatozoides, con una sefializacion de proceso mitotico y meioticos durante el proceso.
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1.9 Irrigacion Testicular de rata

La vascularizacién se inicia en la capa albuginea la cual es una capa que cubre el
testiculo y al epididimo, el cual se encuentra constituido por fibras de colageno entrelazado
el cual permite la formacion del mediastino testicular cual desemboca numerosos vasos y red
de conductillos eferentes denominada red de testis, estos acuden desde mediastino a la
superficie, vinculados principalmente a la arteria testicular, arteria de conducto eferente y la

arteria cresmatica.

El suministro de sangre que llega a los testiculos se deriva principalmente de las
arterias testiculares que son ramas de las arterias espermaticas internas. Después de atravesar
una red capilar complicada, la sangre entra en multiples venas testiculares que forman una
red anatdémica, el plexo planiforme. Los plexos janiformes se unen para formar las venas
espermaticas internas. La vena espermatica derecha drena directamente en la vena cava; la

izquierda entra en la vena renal. (David G., Dolores S., 2013)

a) Arteria testicular: es la arteria principal, originada en un vaciamiento adrtico y

que sigue al testiculo en su migracion. Se relaciona con el cruce de arteria lumbar,
iliaca, peritoneal, inguinales, escrotales en el cordon espermatico y ramas
colaterales internas y ramas terminales (penetrando a los niveles variables del

tejido)

b) Arteria de conducto eferente: procede de la arteria umbilical dando seguimiento

al conducto deferente, permite la irrigacion completa al epididimo y extremidad

inferior testicular.

C) Arteria cresmatica: rama de la arteria epigastrica inferir, permite la irrigacion a

las envolturas del cordon y bolsas escrotales, alcanzando la cola del epididimo y

permitiendo la vascularizacion uniendo a la arteria de conducto deferente.
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Conducto
deferente

Yy arteria
Arteria
testicular
Plexo
pampiniforme

Testiculo

Figura 12.- Representacion del flujo sanguineo de testiculos sanos de rata, permitiendo realizar la

localizando de plexo venoso, arteria testicular y conducto deferente. (Soder A. 2007)

1.10 Inervacion testicular de rata

El sistema nervioso auténomo es un conjunto de neuronas aferentes y eferentes que
conectan al sistema nervioso central con efectores viscerales. La integracion de las
actividades del sistema nervioso autdnomo ocurre a todos los niveles del eje cerebroespinal
y la actividad eferente puede ser iniciada a partir de centros localizados en la médula espinal,

tronco encefalico e hipotalamo (Hocht C. et al 2005)

Los nervios simpaticos tienen origen en la médula espinal entre los segmentos T-1 'y
L-2 y desde aqui se dirigen a la cadena simpatica paravertebral y finalmente a los tejidos y

organos periféricos.

Las fibras simpdticas preganglionares abandonan el nervio espinal inmediatamente
después de que éste salga por el agujero de conjuncion y constituyen las ramas comunicantes

blancas, mielinizadas, que se dirigen hacia la cadena simpdtica paravertebral.

Sistema nervioso parasimpatico Las fibras nerviosas parasimpaticas tienen origen en
el tronco encefalico, en los ntcleos de los pares craneales 111 (oculomotor), VII (facial), IX

(glosofaringeo) y X (vago) y en la médula sacra: segundo y tercero nervios sacros, y a veces
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también del primero y cuarto. (Guyton A. 2000). El suministro somatico a los testiculos y al
escroto se origina en las raices nerviosas Lumbares L1-L2 y S2—S4 a través de los nervios

iliohipogastrico, ilioinguinal, genitofemoral y pudendo.

El nervio iliohipogastrico proporciona inervacion sensorial a la piel por encima del
pubis, a su vez actia el nervio ilioinguinal inerva la piel del muslo interno, la base del pene
y el escroto superior que permite al nervio genitofemoral dividirse en la rama genital y

femoral después de pasar a través del musculo iliacus (Figural3).

La rama femoral proporciona inervacion sensorial a un area pequefia de la piel en el
interior del muslo y la rama genital viaja con el cordon espermatico para proporcionar

inervacion al musculo enmascarado.

La inervacion somatica al escroto varia segin la regidon escrotal especifica. La
superficie anterolateral es suministrada por la rama genital del nervio genitofemoral. La
superficie anterior es suministrada por los nervios escrotales anteriores. La superficie
posterior es suministrada por los nervios escrotales posteriores y la superficie inferior es
suministrada por las ramas escrotales largas del nervio cutdneo femoral posterior (Patel Ap.,

2017)
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Figura 13.-Rrepresentacion de la inervacion testicular, en las raices nerviosas
Lumbares L1-L2 y S2—S4 tomado de Sistema Nervioso Periférico: pelvis y miembros inferiores. (Tiznado

G.,2018)
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Las neuronas sensoriales, que mandan informacién desde los tejidos del cuerpo y los
organos sensoriales hacia la médula espinal, de lo cual es responsable de procesar la
informacion sensorial. Por medio de receptores sensibles a estimulos diferentes generan

impulsos siguiendo patrones de analgesia o dolor.

La estimulacioén eléctrica de un nervio periférico es util para generar los potenciales
evocados somatosensoriales, mismos que se registran en la columna vertebral. La

configuracion y latencia de las respuestas dependen del nervio que se estimule.

Se ha documentado su existencia de fibras sensoriales en el corazon, pulmones, tracto
respiratorio, testiculos, sistema biliar, uréter y genitales. Teniendo un efecto sobre el ganglio
de la raiz dorsal, células endocrinas. En el sistema nervioso periférico los receptores opioides
se encuentran en las fibras sensoriales y simpaticas de la piel y articulaciones, en el plexo

submucoso del intestino, la vejiga urinaria y en el deferente.

Los receptores TRPV1 que se expresan en las neuronas sensoriales y detectan el
dolor y los estimulos térmicos. En la piel, los receptores TRPV1 estan presentes en la fibra

C sensoriales y en las fibras Ad.

La activacion del canal nociceptivo TRP en las terminaciones de fibras nerviosas
periféricas, al menos para TRPV1 y TRPAL, se ha relacionado directamente con la liberacion
de neuropéptidos, tales como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y

neuroquinina o sustancia P (SP).

La elevacion local de estos neuropéptidos conduce a vasodilatacion y activacion de
una variedad de células inmunitarias, lo que resulta en la liberacion de varios mediadores
proinflamatorios, factores de crecimiento y péptidos bioactivos, asi como condiciones de
estrés oxidativo. La mayoria de estos mediadores activan receptores acoplados a proteinas G
(GPCR) especificos y receptores de factores de crecimiento (GFRs) en los nervios

sensoriales, dando lugar a la activacion (o inhibicidén) de varias proteinquinasas y fosfatasas.
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Estos efectores de transduccion de sefiales celulares inducen modificaciones
postraduccion en multiples canales nociceptivos, lo que conduce a un aumento en su
activacion resultando en un aumento en la excitaciéon nociceptiva. Todos estos cambios

culminan en la activacion de los receptores TRPV1.

1.11 Receptores TRPV'I Receptor de Potencial Transitorio a Vanilloide Tipo 1

La familia TRP son canales catidonicos, no selectivos, permeables a calcio y poco
sensibles al potencial de membrana. Son sensores celulares polimodales activados por
estimulos fisicos, mecanicos, quimicos y ligandos endogenos y exogenos. Se encuentran
diversos TRP, encontramos que el receptor TRPV1 anteriormente denomino receptor de

potencial transitorio a vanilloide tipo 1.

Se encuentran diferentes resultados de que el receptor sensible a capsaicina se
encuentra que el canal TRPV1 es un receptor polimodal que transduce estimulos fisicos y

quimicos (Benarroch 2015).

Desde el punto de vista farmacologico, los mas importantes son los receptores TRPV1
que se expresan en las neuronas sensoriales y detectan el dolor y los estimulos térmicos. En
la piel, los receptores TRPV1 estan presentes en la fibra C sensoriales y en las fibras Ad. y
son ligandos para los Capsaicinoides, los resiniferanoides, los cannabinoides, los

resiniferanoides y otros derivados de las plantas (Clapham et. al., 2002).

La sensibilizacion de TRPV1 puede deberse bien a activacion directa de metabolitos
que actlia potencializando los efectos de los canales i6nicos. La activacion directa ha sido
documentada para los compuestos anandamida, N-araquidonoil-dopamina (NADA), N-
oleoildopamina y el acido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE) que actuian como
agonistas incrementando la entrada de calcio al citosol neuronal, aunado a €l agonista

capsaicina (Benarroch, 2015).
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Estructuralmente, cada proteina de subunidad TRPV1 muestra un dominio de
membrana compuesto por seis segmentos transmembrana (S1-S6), con una region anfipatica
entre el quinto y el sexto segmento que forma el poro conductor del canal. Esta region

contiene acidos glutdmicos que intervienen en la activacion del receptor dependiente del pH.

La proteina también tiene un N- citoplasmatica y C-terminales (Figura 9). En el
extremo N, los canales de TRPV1 exhiben tres dominios de anquirina que median
interacciones proteina-proteina con proteinas citosélicas, y muestran secuencias de consenso

para las proteinas quinasas.

La proteina muestra un dominio citosélico C-terminal que contiene fosfoinositido y
dominios de uniéon a calmodulina (CAM), asi como sitios de fosforilacion. Ademas, el
extremo C tiene un motivo similar a TRP que funciona como un dominio de asociacion de
subunidades receptoras. El pH acido que se desarrolla en la zona inflamada también activa
el receptor contribuyendo a incrementar mas los niveles de Ca2+ intracelular y a despolarizar
la membrana de los nociceptores. El Ca®* a su vez ejerce de segundo mensajero activando
rutas de sefializacion como la proteina quinasa C (PKC) y la quinasa dependiente de

calmodulina (CAMKII) que fosforilan al receptor alterando su funcionalidad.

La mayoria de estos agonistas reducen el umbral de activacion térmica del receptor
desde 42°C a 35°C, lo que se traduce en la activacion del receptor a temperatura corporal
produciendo hiperalgesia (Benarroch, 2015). En el caso de la capsaicina en la primera fase,
hay excitacion y activacion del canal TRPV1, mientras que en la segunda fase produce

analgesia por la deplecion de transmisores pronociceptores, como la sustancia P.

Hay una sensacion importante de dolor, prurito, quemazon y vasodilatacion cutanea,
después de la aplicacion debido a la excitacion y sensibilizacion de las fibras nociceptoras
cutaneas C y A. Sin embargo, después de repetidas aplicaciones de capsaicina, hay una

desensibilizacion persistente de los nociceptores (Galan et. al, 2015).

La activacion de TRPV1 puede promover la supervivencia celular al modular varias

vias de sefializacion celular (los receptores TRPV1 no solo afectan La biologia celular a
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través de la regulacion dela sefializacion de calcio, que se ven implicados con los
reguladores maestros del metabolismo celular, el desarrollo de las células madre,

la sensibilidad al dolor y la supervivencia celular (Maiese, 2017 ).

Su patrén de distribucion tisular es muy amplio, estando presentes en practicamente
todos los tejidos, especialmente en el sistema nervioso central y periférico. Son mediadores
de una amplia variedad de funciones celulares como la iniciacion del dolor, termorregulacion,
secrecion salival, inflamacion, tono de la musculatura lisa y homeostasis del calcio y
magnesio. El hecho de que su funcién como canal i6nico es potenciado por mediadores

proinflamatorios liberados durante un dafio tisular (Javdan et. al., 2018).
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Figura 14: Modelo representativo de la proteina TRPV1. Presenta 6 dominios transmembranales sensibles a la expresion

de receptores unica de canales de sodio voltaje dependientes (Renteria et al, 2018).
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1.12 Accion de TRPV1 en testiculos

En los testiculos la expresion de los receptores TRPV1 estan presentes en las células
germinales, en diferentes fases de la espermatogénesis encontrando que estd ampliamente
expresada dentro del tibulo seminifero esto se encuentra su participacion en la regulacion de

la produccion espermatica (Renteria et al, 2018).

Debido a que el papel de los canales de TRPVI durante la formacién de los
espermatozoides, lo cual se ve relacionado con la adquisicion de la Capacidad de

fertilizacion.

Bajo la estimulacion de agentes agonistas como capsaicina se ve mejoria en el proceso
de formacion de espermatozoides y la expresion de TRPV1 en epididimo el cual lleva a los
espermatozoides de mamiferos a adquirir la Capacidad de fertilizacion. TRPV1 modulan la
pubertad estimulados por la progesterona en testiculos, permitiendo la modulacién y

regulacion hormonal en el crecimiento gonadal y funcionalidad adecuada (Serra, 2007).

1.13 Capsaicina como herramienta farmacoldgica para estimular receptores TRPV'1

La capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) es una oleorresina —inodora,
incolora y parecida a la cera, componente quimico de los pimientos picantes (Figura
15). (Fojo F. 2010) La capsaicina activa de forma selectiva TRPV1, presentando un canal
de iones cationicos permeable que se enriquece en los terminales de diversos nociceptores

(La activacion consecutiva es la disminucion prolongada de la respuesta a estimulos nocivos.
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Figura 15: 8-metil-N-vanilil-6-nonenamida o Capsaicina presenta caracteristicas neurotoxicas, al verse ligadas a
TRPV1 se ve la capacidad de destruccion de fibras especificas de sistema nervioso periférico (Chung & Campbell 2016).

Capsaicina presenta caracteristicas neurotoxicas, al verse ligadas a TRPV1 se ve la
Capacidad de destruccion de fibras especificas de sistema nervioso periférico (Chung &
Campbell 2016). Al igual que sucede con otros receptores activados por ligando, la
exposicion prolongada de TRPV1 a su agonista capsaicina produce la desensibilizacion de
este, siendo la magnitud de esta dependiente de la concentracion del agonista, del tiempo de

exposicion y del Ca®" extracelular (Cholewinski y col., 1993; Koplas y col., 1997).

Existen diferentes tipos de desensibilizacion. Cuando la aplicacion del agonista se
produce de manera prolongada se considera aguda y se caracteriza por una perdida rapida de
la activacion del receptor. En cambio, cuando se produce la administracion repetida, se
produce la denominada taquifilaxia, caracterizada por la disminucion progresiva de la

respuesta (Mohapatra y Nau, 2003).

La capsaicina tiene la Capacidad de activar y en altas dosis de bloquear fibras
aferentes primarias C y AlJ, lo que implica un déficit sensorial de larga duracion reducido a
propiedades neurotdxicas en concentraciones elevadas, afectando el sistema nervioso
periférico sensitivo (Figura 16) (Villoria M. 2007). Una estimulacion constante de TRPV1
por medio del agonista capsaicina prevé una modificacion de la Capacitacion espermatica,
en la seccion del epididimo y testiculo al encontrarse una expresion de TRPV1 en los

conductos espermaticos (Renteria, et al, 2018).
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2. JUSTIFICACION

El proceso de la maduracion sexual es regulado por diferentes factores, como los
hormonales y nerviosos. Entre los nerviosos destaca la participacion de los receptores
TRPV1, los cuales pueden modificar, en hembras, el inicio de la pubertad y el desarrollo

ovarico. Alatriste, et al, 2013.

Sin embargo, la participacion de los receptores TRPV1 en funciones del desarrollo
sexual en machos es poco conocida. Por lo cual se ha decidido iniciar la investigacion que

presenta en este tejido y como afecta la proliferacion celular.
En esta tesis, identificamos la localizacion de los receptores TRPV1 en estructuras y
células de los testiculos de ratas Wistar. Ademas de conocer el efecto de una administracion

cronica de capsaicina en la expresion de los receptores TRPV1 y desarrollo celular.

Los resultados obtenidos nos ayudaran a entender y conocer mas acerca del desarrollo

sexual masculino y el papel que podrian llegar a tener los receptores TRPV1 en este proceso.
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3. HIPOTESIS

La administracion de Capsaicinaa 1 nM y 10 nM a ratas machos Wistar promueve

la proliferacion celular en los testiculos.

4. OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar el papel de los receptores TRPV1 en el desarrollo testicular de ratas macho Wistar
bajo la administracion del agonista Capsaicina.

Objetivos particulares

1. Identificar el efecto que provoca la administracion de Capsaicina InM y/o 10 nM via
subcutanea al interactuar con TRPV1 en las células de testiculos de rata Wistar.

2. Estudiar la morfometria de células de rata Wistar con la tincion de Hematoxilina —
Eosina y Tricromica de Masson en ratas macho Wistar administradas con Capsaicina
alnMy/o 10 nM.

3. Identificacion de receptores TRPV1 por inmunohistoquimica en testiculos de rata
macho Wistar administradas con Capsaicina a InM y /o 10 nM.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

5.

Sexado :0Obteniendo machos

Formacion de grupos

Control (n=5)
Vehiculo solucion salina isoténica (n=5)
Capsaicina concentracion 1nM  (n=5)
Capsaicina concentracion 10nM  (n=5)

Administracion cada 48 horas via subcutanea
dorsal

v P10

Sacrificio de los sujetos

Camara de CO2

Perfusion intra-cardiaca

S.5.1./ paraformaldehido 4% PBS

Obtencion de tejidos himedos
(peso directo)

P58

. J

~

8 administraciones

Ratas hembras con \/

semental .
Termino de

. administraciones
Prefiadas

Termino de gesta Destete de ratas

Proceso Histologico
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Hematoxilina-Eosina ilegeple o Inmunohistoquimica
Masson
* Conteo de tubulos * Tejido conectivo y * |dentificacion y
seminiferos y colageno en conteo de células
celularidad de testiculo positivas a TRPV1
testiculo

v Dia 15

Tratamiento con Histoquinete (deshidratacién con alcoholes
y aclaramiento con xilol e impregnacién de parafina )
Proceso estadistico de ANOVA seguida
Inclusion en bloques de parafina (a menos de 60°C ) en de la prueba
moldes para tejido. U Mann-Whitney

Cortes histologicos a 5um con uso de microtomo de
traslacion
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6.-MATERIALES Y METODOS

Metodologia

La relacion tedrico-practico de este proyecto se mantuvo bajo los procesos
establecidos en NOM-062-Z00-1999 y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
(BUAP), que establece que las especificaciones técnicas sobre produccion , cuidado y uso de
los animales de laboratorio ademas de la Capacitacion por profesionales del bioterio “Claude

Bernard" y certificado para el manejo y vias de administracion en ratas de laboratorio.

Animales:
Rata Wistar

El manejo de animales de laboratorio se encuentra apegado a la norma
(NOM-062-Z00-1999), con la finalidad de asegurar que todo procedimiento realizado sobre

los animales de laboratorio con responsabilidades y cuidados durante su empleo.

Las ratas como sujeto de pruebas experimentales permiten. El uso de animales de
laboratorio se encuentra como pieza indispensable para investigacion dentro de un
laboratorio, debido a las reacciones que este puede presentar frente a un estimulo, por lo cual

esto puede ser utilizado en control y produccion de farmacos.

Dentro de los procesos de investigacion las ratas Wistar albinas pertenecientes a la
especie norvergicus se ha demostrado gran accesibilidad al manejo, permite la demostracion

de efectos farmacologicos.

Rata macho
La rata macho Wistar es altamente estudiada en los cambios hormonales durante las

diferentes etapas de vida; se realizan estudios de crecimiento celular en gametos sexuales,
cerebrales y hormonales
Enfocado en la cepa de rata macho Wistar considerando los Requerimientos de:

e Temperatura 18-26 °C. Ideal 21°C.

e (Cambios de aire: 15-20/he

¢ Ruido. No maés de 85db

35



e Ciclos Luz obscuridad: 12/12

e Espacio.150cm2/200grs.

e Pubertad a las 6-8 semanas.

e Edad de madurez sexual: machos: 9-17 semanas.

e Promedio 7-11 crias por parto.

e Peso adulto: macho 300-500 grs.
(NOM-062-Z00-1999)

Procedimiento

Se obtuvieron ratas hembras Wistar las cuales fueron colocadas con ratas macho
semental, a las cuales se les dio un seguimiento a que se encuentren prefiadas, una vez
prefiadas se retira la rata macho semental y se observa diariamente la evolucion de

crecimiento prenatal identificando asi la fecha de nacimiento de los sujetos.

Al momento del nacimiento se hace un conteo probable de sujetos totales. Se realizan
observaciones diarias del estado visible de las ratas. Se observo el crecimiento y

sobrevivencia, aceptacion o rechazo de las crias.

Llegado el P10 se realiza el sexado de las crias, posterior a la seleccion de los sujetos
machos se forman grupos de trabajo donde cada grupo presenta una n=5. Estos grupos se
conforman por Control; son sujetos a los cuales no son administrados nos permitirdn evaluar
las condiciones promedio sin ningtn agente, Vehiculo los cuales permitiran descartar que los
efectos obtenidos sean producidos por el vehiculo S.S.I., a sujetos administrados a

concentracion 1nM y10nM se realizara una administracion.
Dentro de este proceso los sujetos fueron divididos en grupos de trabajo cada uno de

los grupos con un n =5 permitiendo asi su manejo especifico en numeracion, administracion

y estadistica.
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Administracion de Capsaicina

La administracion de vehiculo S.S.I. fue administrada mediante via sub- cutanea dorsal. La
administracion de Capsaicina a concentraciones InM y 10 nM disuelta en el vehiculo
(solucidn salina isoténica), administradas respectivamente en sus grupos de trabajo mediante
via subcutanea dorsal. Estas administraciones fueron realizadas en alternando los dias de

administracion cada 48 horas.

Eutanasia y obtencion los tejidos

Las ratas fueron colocadas en cdmara de CO> con una posterior perfusion cardiaca
aplicando solucion salina isotonica, con conservacion de todos los tejidos mediante
paraformaldehido posterior a esto se realizd la obtencion de testiculos con informacion de

peso humedo.

Tratamiento de los tejidos y analisis

Una vez procesados los tejidos se colocaron individualmente en parafina liquida
orientados en la misma direccidn, para obtener “bloques” con los cuales se obtuvieron cortes
histologicos de 5 um de espesor de los cuales se realizaron tinciones de Hematoxilina-Eosina,
Tricromica de Masson y la técnica inmunohistoquimica. Estas tinciones y técnicas
permitieron realizar el conteo de tubulos de la zona media por testiculo, calcular el nimero

de espermatogonias, células positivas a TRPV1.

Este proceso se realizando el contando el nlimero total de tubulos de la zona media

de testiculo por sujeto, con laminillas de diferentes cortes tefiidos bajo el proceso de H&E

De los tubulos en la zona media fueron tomados 10 tubulos de manera aleatoria de
cada sujeto realizando las mediciones dentro de los tubulos se realizacion 15 medidas internas
de los diferentes cortes tefiidos con H&E con el software Motic Images plus 3.0.

Se realizaron conteo de tejido conectivo, de las cuales fueron seleccionadas 20
secciones de este tejido, con uso de tincion Tricromica de Masson con uso del software Motic

Images plus 3.0.
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De la zona media fueron seleccionados 20 tubulos aleatorios por sujeto se realizo el

conteo de las espermatogonias haciendo uso de la herramienta “cell counter” en el software

NIH Imagel.

Tincion hematoxilina — eosina

1.- Fijar tejido en formol al 4%.

2.-Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion (uso de histokinet).
3.-Inclusion de tejidos en parafina.

4.-Cortés de 5 micras de espesor.

5.-Desparafinado y rehidratacion de los tejidos.

Xilol 1 10 min
Xilol 2 3 min
Alcohol-Xilol 1 min
Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol 96° 1 min
Alcohol 96° 1 min
Agua destilada 5 lavados

Observacion morfologica de los tejidos:

Donde la hematoxilina, que por ser catidnica o de carga positiva tifie estructuras acidas en

tonos azul eosina que tifie componentes basicos (acidofilos) en tonos de color rosa.
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Tricromica de Masson

1.- Fijar tejido en formol al 4%.

2.-Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion (uso de histokinet).

3.-Inclusion de tejidos en parafina.

4.-Cortés de 5 micras de espesor.

5.- Desparafinar e hidratar hasta llegar al agua destilada

e Xiloll

Xilol 2
Alcohol-Xilol
Alcohol Absoluto
Alcohol Absoluto
Alcohol 96°
Alcohol 96°

e Agua destilada

10 min
3 min
1 min
1 min
1 min
1 min
1 min

5 lavados

Si las secciones fueron fijadas con formalina, tratar con la soluciéon de Bouin por
1 h a 56°C o durante toda la noche a temperatura ambiente.

6.- Dejar enfriar durante 10 min

7.- Agua corriente

8.- Agua destilada

9.- Hematoxilina de Hierro de Weigert
10.- Agua corriente

11.- Agua destilada

12.- Fucsina acida-escarlata de Biebrich
13.- Agua destilada

14.- Acido fosfotungtico-fosfomolibdico

5 lavados

5 lavados

10 min

5 lavados

5 lavados

15 min 18min

10-15 min 20-25min

Observar que el colageno no se torne rojo de ser asi repetir 10

15.- Verde brillante

16.- Agua destilada

17.- Acido fosfotiingstico 5%
18.- Alcohol 96°

19.- Alcohol 96°

20.- Alcohol Absoluto

21.- Alcohol Absoluto

22.- Xilol 2

23.- Xilol 1

24.-Montar con medio resinoso.

RESULTADOS

NUCIEOS. .. negro
Musculo, citoplasma, queratina............ rojo
Colageno.......ccovvviiiiiiiiiiiiie, verde

1 min

5 lavados

15 min 18min

2 min

2 min

2 min

2 min Secar y montar
3 min

3 min
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Técnica Inmunohistoquimica.

1.- Fijar tejido en formol al 4%.

2.-Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion (usando el histokinet).
3.-Inclusion de tejidos en parafina.

4.-Cortés de 5 micras de espesor.

5.-Desparafinado y rehidratacion de los tejidos.

Xilol 1 10 min
Xilol 2 10 min
Alcohol-Xilol 10 min
Alcohol Absoluto 10min
Alcohol Absoluto 3 min
Alcohol 96° 10 min
Alcohol 70° 10 min
Agua destilada 3 minutos

6.-Enjuague con buffer de fosfatos, PH 7.4 (PBS) por 5 minutos.

7.-Recuperacién antigénica:

*Colocar 50 ML de buffer de citratos (amortiguador de citratos 10 Mm, pH 6).

*A. Solucién stock acida (0.1 M de 4cido citrico).

*B. Solucion stock basica (0.1 M de citrato de sodio).

Solucién de trabajo.

9 milimetros de solucion A, 41ml de soluciéon B, llevar a 500 ML con agua desionizada se
almacena en refrigeracion a 2 - 8 °C.

Dejar enfriar a temperatura ambiente o sumergido en agua fria (tiempo aproximado de
enfriamiento 5 minutos).

8.-Permeabilizar los cortes con PBS - Tritén - 100x (PBS-T) al 2% por 10 minutos
9.-Bloquear el marcaje inespecifico con albumina bovina libre de IgG 0.5% en PBS - T:
-secar las laminillas; en especial alrededor del corte.

-marcar con plumon hidrofobico alrededor de la muestra.

- colocar dentro de la camara himeda.
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-colocar 150 microlitros de albumina cada corte, cubriendo la muestra hasta los bordes
internos del marcador.

-dejar 20 - 30 minutos en la camara hiimeda cerrada a temperatura ambiente.

10.-Lavar dos veces en PBS - t por 5 minutos.

11.-Incubar el tejido con el anticuerpo primario diluido en PBS — T (a la concentracion
requerida de acuerdo al tejido) toda la noche en cadmara hiimeda cerrada a 4 °C.

-cubrir correctamente el tejido.

-incubar en la cdmara himeda cerrada a 4 °C o dos horas a temperatura ambiente.

12.-Lavar tres veces en PBS-T por 5 minutos.

13.-Incubar con el anticuerpo secundario (marcado con el fluorocromo), diluido en PBS-T
por una hora a temperatura ambiente, en camara himeda y protegido de la luz.

14.-Lavar tres veces por 5 minutos con PBS-T.

15.-Lavar una vez por 3 minutos con PBS-T.

16.-Teiir nicleos con yoduro de propidié (IP) por 3 minutos.

-stock de IP 10 mg/ml de agua destilada.

-solucion de trabajo: diluir 1:1000 stock de IP en PBS.

17.-Lavar dos veces por 5 minutos con PBS agitando suavemente.

18.-Lavar dos veces por 5 minutos con agua bidestilada.

19.-Lavar una vez por 5 minutos con PBS-T.

20.-Montar los portaobjetos con vectashield /sustituido en el proyecto por glicerol

21.- Observar al microscopio de fluorescencia.

Proceso estadistico

Proceso estadistico de resultados usando la prueba de ANOVA seguida de la prueba de
U Mann-Whitney para los pesos de tejido himedo, conteo de tibulos y celularidad positiva
en la identificacion de TRPV1. Seran considerados diferentes cuando la probabilidad entre

ellos sea menos al 5%.
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7. RESULTADOS

Peso corporal de los sujetos al P58 (fecha de sacrificio de los sujetos)

El peso corporal de los animales al P58 que fue la fecha en la que se realizo el sacrificio
de los sujetos, fue para el grupo control de 141.6+4.60 g, para el grupo vehiculo de 145.0+
3.53g, incrementado en Cap. 1nM y Cap. 10 nM en relacion con el control y el vehiculo
(182.6+6.87*y 180.6. + 3.71%*, respectivamente). *< p 0.05, prueba ANOVA postU-Mann-
Whitney (figural7)
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Peso promedio (g)
P58

40

20

control vehiculo c.a.1nM c.a.10nM

O control B vehiculo BEc.a.1lnM BEc.a.10nM

Figura 17: Peso vivo de la rata macho Wistar en P58 de los grupos control, vehiculo, c.a.InM y c.a. 10nM Las barras

representan el promedio £ EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Conteo de las espermatogonias dentro de los tubulos de ratas administrados con

capsaicina a concentracion 1InM y 10 nM

Numero de espermatogonias localizadas en el interior de tubulos seminiferos fue para el
grupo control de 72.19 £0.0595, para el grupo vehiculo de 71.68 £0.3904, incrementado en
Cap. InM y Cap. 10 nM en relaciéon con el control y el vehiculo (84.73+£0531* y
77.2940.657*, respectivamente). *<p 0.05, prueba ANOVA postU-Mann-Whitney. (Figura
18)
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O control B vehiculo Bc.a.1lnM @c.a.10nM

Figura 18: Conteo de espermatogonias de los grupos control, vehiculo, c.a.InM y c.a. 10nM Las barras representan el

promediot EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Conteo de tubulos en los cortes de seccion media testiculos de ratas administrados con

capsaicina a concentracion 1InM y 10 nM

El conteo de tiibulos en los cortes de seccion media testiculos de ratas, fue para el grupo
control de 733.8+0.477, para el grupo vehiculo de 734.8+£1.935, incrementado en Cap. 1nM
y Cap. 10 nM en relacion con el control y el vehiculo (993.4+0.901y 916.44+0.807*,
respectivamente). *<p 0.05, prueba ANOVA postU-Mann-Whitney (Figura 19)
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Promedio de tubulos zona media de testiculo
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Figura 19. Conteo de tibulos de la zona media por testiculo bajo el objetivo 4 x de los grupos control, vehiculo, c.a.InM

vy c.a. 10nM Las barras representan el promediox EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Analisis comparativo de medida interna de los tubulos de ratas administrados con

capsaicina a concentracion 1InM y 10 nM

La medida interna de los tubulos considerada entre la ldmina basal y la luz del tabulo
seminifero, se obtuvo como resultado, para el grupo control de 111.658+ 2.066um, para el
grupo vehiculo de 117.241+£3.934um, para el grupo Capl0 nM 110.546 =+ 2.806,
incrementado en Cap. 1nM en relacion con el control y el vehiculo (89.663 + 1.28. *<p 0.05,

prueba ANOVA postU-Mann-Whitney (Figura 20)
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Figura 20. Mediciones internas en los tubulos de los grupos control, vehiculo, c.a.InM y c.a. 10nM Las barras

representan el promedio+ EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Analisis morfométrico de testiculos de ratas administrados con capsaicina a

concentracion InM y 10 nM

El analisis morfométrico se tomaron fotografias a 4x y 10 x que permitieron realizar

el conteo de tubulos seminiferos descritos en la metodologia, mostrando a continuacion el

panel de fotografias en los diferentes grupos control, vehiculo, InMy 10 nM.

4x 10x

ca.InM  Vehiculo  control

c.a.10nM

Figura 21: Cortes histologicos de testiculo de rata Wistar (Tincion Hematoxilina-Eosina). En Ay B Grupo Control, Cy
D Grupo Vehiculo, E y F Grupo administrado con capsaicina a concentracion InM., G y H Grupo administrado con
capsaicina a concentracion 10nM. Mostrando en las imdgenes obtenidas bajo el objetivo 10 x (B, D, F'y H) flechas rojas:

mostrando los tubulos seminiferos, flechas amarillas espermatogonia dentro del tibulo, sefialamiento azul distancia

existente ente la lamina basal y la luz dl tibulo seminifero. Laboratorio Neuroendocrinologia.
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Medidas de tejido conectivo en testiculos de ratas macho Wistar administrados con

capsaicina a concentracion InM y 10 nM

Entre los grupos control y vehiculo de las medidas de del tejido conectivo que existe
entre los tubulos seminiferos se realizaron mediciones de las cuales se obtuvieron que para
el grupo control de 78.43334+0.1961 um, para el grupo vehiculo de 77.8743+0.2127 um,
incrementado en Cap. InM y Cap. 10 nM en relacion con el control y el vehiculo
(81.6679+0.2436 um*y 95.3182+0.5482 um*, respectivamente). *<p 0.05, prueba ANOVA
postU-Mann-Whitney (Figura 22)
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Figura 22. Mediciones del tejido conectivo realizadas en objetivo 10x de los grupos control, vehiculo, c.a.InM y c.a.

10nM Las barras representan el promedio+ EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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Medidas de fibras musculares testiculos de ratas administrados con capsaicina a
concentracion InM y 10 nM
El andlisis morfométrico se tomaron fotografias a 4x y 10 x que permitieron realizar
las mediciones de tejido conectivo entre los tubulos en la zona media de testiculo, descritos

en la metodologia, mostrando a continuacion el panel de fotografias en los diferentes grupos
control, vehiculo, InMy 10 nM.

4x 10x

control

Vehiculo

Figura 23: Cortes histologicos de testiculo de rata Wistar con la Tincion Tricromica de Masson. En Ay B
Grupo Control y D Grupo Vehiculo, E y F Grupo administrado con capsaicina a concentracion InM., Gy H
Grupo administrado con capsaicina a concentracion 10nM. Mostrando con flechas en las imdgenes tomadas

bajo el objetivo 10 x (B, D, F, H) se muestra localizado tejido conectivo el cual fue medido con el software

Motic Images plus 3.0. del Laboratorio Neuroendocrinologia.
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Analisis de células positivas a TRPV'1 de testiculos de ratas administrados con capsaicina
a concentracion InMy 10 nM

Fotografias en la secciéon media de testiculo en cortes de Sum de espesor con las

cuales se realizo el conteo de células positivas a TRPV1 localizados principalmente en las

células de Sertoli y en espermatozoides, mostrando a continuacion el panel de fotografias en

los diferentes grupos control, vehiculo, InMy 10 nM.

Nucleos TRPV1 Mergue

control

Vehiculo

c.a. 1nM

c.a. 10nM

Figura 24: Inmunohistoquimica de los receptores TRPV1 en células de testiculo de rata macho
Wistar de los grupos Control, Vehiculo, administrados c.a.InM, c.a.10nM.En la primera columna
((4, D, G y J) muestran los niicleos fueron marcados con ioduro de propidio (rojo). La segunda
columna (B, E, Hy K) los receptores TRPVI marcados con FITC (verde) y en la tercera columna
se presenta el merge (colocalizacion) (C, F, I y L) Las flechas amarillas indican cuales son las células

positivas a TRPV1.0Obervando con las flechas moradas las espermatogonias primarias y con las flechas

amarillas los espermatozoides.



Conteo de células positivas a TRPV'1 en testiculos de ratas macho Wistar administrados

con capsaicina a concentracion InM y 10 nM.

En el conteo de células positivas a TRPV1, para el grupo control de 67.46+3.90, para
el grupo vehiculo de 74.67 +1.87, incrementado en Cap. 1nM y Cap. 10 nM en relacion con
el control y el vehiculo (135.28+6.567*, y 101.08+£5.5534* respectivamente). *< p 0.05,
prueba ANOVA postU-Mann-Whitney (Figura 25)
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Figura 25. Localizacion de células positivas a TRPVI por campo de los grupos control, vehiculo, c.a.InM y c.a. 10nM

Las barras representan el promediox EEM *< p 0.05, prueba ANOVA post U-Mann-Whitney.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se ha comprobado que los receptores TRPV1 promueven el
desarrollo y diferenciacion celular. En el presente trabajo observamos un incremento del peso
corporal de los animales en la fecha de sacrificio que fue al P58. Esto nos sugiere que los
receptores TRPV1 pueden modular el desarrollo de los adipocitos. A pesar de que no
buscamos los receptores TRPV1 en adipocitos, nuestra propuesta esta basada en los estudios
hecho por Choowanthanapakorn, 2015, donde observaron un aumento de peso posterior a la
administracion de capsaicina, y en los cuales se presentd un incremento en el tejido adiposo
de los sujetos. Posteriormente en otro trabajo de Jiang Chen & col, 2015, donde se realizo
una estimulacion con electroacopuntura donde se promovi6 el desarrollo celular y de peso a
través de los receptores TRPV 1. Debido a los resultados obtenidos en el presente trabajo y
basandonos en la bibliografia proponemos que el incremento del peso de los animales
tratados con capsaicina con 1nM y 10nM, el cual estimulo los receptores TRPV1 en las

células adipociticas.

Debido al incremento de peso corporal de los sujetos, originado por el aumento de
tejido adiposo se infiere un incremento en la testosterona, relacionado con las investigaciones
realizadas por Quintero F.& col.,2001, donde evaluaron el efecto de las hormonas de
crecimiento sobre la maduracion y pubertad de ratas, mostrando evidencia de un aumento de
peso relacionado al incremento en niveles de testosterona. Las cuales se ven relacionadas con
la investigacion de MS Marty , JW Crissman & EW Carney,2001, en las cuales se muestra
una relacion entre la administracion de agentes inhibidores de esteroides como propionato
de testosterona (TP),los cuales afectaron el peso de los 6rganos de las glandulas sexuales
reproductivas y accesorias y los niveles séricos de testosterona, encontrando una relacion de
incremento de peso-testosterona .Dentro del trabajo realizado se encontrd un incremento de
pesos corporales los sujetos administrados, relacionado por su incremento de células adiposas
presentan la capacidad de incrementar la sintesis de testosterona por ende se plantea una

mayor concentracion de esta hormona en los sujetos administrados con capsaicina.

El incremento de testosterona es esencial para la produccion y maduracion normal de

los espermatozoides, dentro del trabajo al mencionar un incremento de testosterona se veria
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una modificacion del proceso de espermatogénesis, como lo menciona Rodriguez & Col.
2001, el proceso de espermatogénesis depende, principalmente, de niveles intratesticulares
de testosterona lo que permite conservar la morfologia de los tibulos seminiferos. Afectando
también la produccion de espermatozoides depende del tamanio de los espermatozoides a
partir de los espermatocitos primarios presentes dentro de los tibulos. Como se vio
relacionado en la investigacion realizada por Ilhan T. & Erdost H. ,2013, donde se realizaron
investigaciones de grelina testicular, donde los niveles séricos de testosterona aumentaron en

ambos grupos experimentales, especialmente en adultos.

Durante el experimento se identificaron modificaciones significativas en el conteo de
espermatogonias, espermatocitos y visualmente de espermatozoides en los sujetos
administrados con capsaicina principalmente en aquellos con la concentracion de capsaicina
InM. Donde podemos encontrar que en el grupo experimental puberal como en el adulto, el
epitelio seminifero era grueso. Con la administracion de capsaicina parece mejorar la
proliferacioén de células testiculares y puede afectar la liberacion de grelina y testosterona
directa o indirectamente, al realizar el conteo de los tabulos de la zona media se ve
incrementado el numero de tibulos de los sujetos administrados con capsaicina comparado

con los sujetos control y vehiculo.

Una modificacion de la espermatogénesis se ve relacionado con un nimero mayor de
tabulos, dentro del analisis realizado sobre los tejidos se evaluaron el numero de
espermatocitos primarios, de las cuales se derivan los espermatocitos secundarios, los cuales
permitiran la formacion de espermatidas y posterior a la diferenciacion, con el cual se podria
realizar un aproximado del conteo espermadtico. Al existir una modificacion en la cantidad de
espermatocitos primarios se vera reflejada en el nimero total de espermatozoides como lo
mencionan Takehiko & Yoshinobu en 2006, al realizar experimentos de proliferacion de

c¢lulas madre (espermatogonia) y espermatogénesis de manera invitro.

Dentro de este trabajo se ocuparon laminillas procesadas bajo la tincion
Hematoxilina- Eosina, con las cuales se identificaron el nimero de espermatocitos primarios
dentro de los tibulos de la zona media de testiculo. Asi como se ocup6 en el trabajo realizado

por Téllez-Ldpez y col. 2013, donde se encontro la correlacion entre el tamafio de los tubulos
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con la motilidad espermatica realizadas mediante cortes histoldgicos procesados bajo esta
tincion. Dentro de nuestro trabajo fueron realizadas las mediciones de la distancia de la luz
del tabulo a la lamina basal del tubulo, de los cuales se identifico un incremento de
espermatocitos primarios, relacionado a un incremento del proceso de espermatogénesis el
los sujetos administrados con capsaicina ,esto nos permite considerar que este proceso abarca
un area mayor, lo que se refleja con un incremento de las mediciones de la luz del tibulo a

la ldmina basal del tibulo en los sujetos administrados con capsaicina.

Con apoyo de las laminillas procesadas bajo la tincion de Hematoxilina -Eosina
dando asi en los resultados que los sujetos administrados con capsaicina a concentracion 1nM
y 10 nM presentaron un incremento de tubulos seminiferos comparado con los grupos control
y grupo vehiculo ,se puede considerar una relacion de proliferacion celular reflejada en el
conteo de espermatogonias durante el experimento lo cual se ve ligado a un incremento del
proceso de espermatogénesis en las cuales por medio de division celular daran lugar a un
aumento en el conteo de espermatocitos primarios por medio de meiosis y espermatocitos
secundarios generen espermdtidas que por maduracion incrementen el numero de
espermatozoides , los cuales podrian reflejar un incremento en la capacidad de fertilidad de

los sujetos en edad reproductiva.

Con apoyo de la tincion Tricromica de Masson se realizd la medicion de tejido
conectivo permitiendo realizar las mediciones de tejido conectivo entre los tubulos en la zona
media de testiculo, en el interior se encuentran localizadas las células de Leydig,
principalmente ligado a la produccion de testosterona, Devoto E. & Aravena L.,2004,
realizaron investigaciones sobre la medicion de los testiculos y la produccion de testosterona
, principalmente enfocado a un proceso hipogonadal , presentando que una menor secrecion
de testosterona por las células de Leydig y una menor cantidad de las células ,el cual se ve
reflejado en con la disminucién del tamafio tubulos y produccion espermatica, afectando

factores secundarios de la pubertad como el tamafio de los testiculos.

Mostrando una relacion del area ocupada por las células de Leydig con la produccion
de testosterona y produccion espermdtica muestra que en sujetos bajo estimulos se

incrementan las mediciones de tejido. Durante el trabajo presente se identifico un incremento
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en las mediciones de tejido en los sujetos administrados con capsaicina, principalmente en el
grupo administrado con capsaicina a concentracion 10 nM reflejando un incremento en la
medicion del tejido conectivo por un incremento de las células de Leydig , por lo anterior se
propone que de los animales tratados con capsaicina el cual presenta un estimulo sobre los
receptores TRPV1 en las células de Leydig reflejado por el incremento de tejido conectivo

de los sujetos .

El uso de la tincion Tricromica de Masson también nos permitio identificar la
presencia o ausencia de coldgeno, evaluando asi el tejido muscular, el cual permitird
considerar un dafio tisular asociado a tumores, Gonzales y col. 2016, Realizaron
investigaciones sobre multiples dafios presentes en testiculo, en los cuales se presentaba un
incremento de células tanto cancerosas, como benignas denominadas tumores, Carezzano F.
Y Col., 2015, identificaron con uso de la tincion Tricromica de Masson mostrando diferentes
tejidos testiculares con dafos tumorales por medio de la identificacion de un predominio de

las fibras de colageno.

La finalidad de este trabajo se relaciona a un incremento en la proliferacion celular
de manera “positiva” el cual permita mejorar las caracteristicas del tejido, Al realizar dentro
del trabajo la administracion de capsaicina, el cual tiene alta afinidad sobre el receptor
TRPVlse ha relacionado a la modificacion presenta a NF-kB se ha encontrado en relacion
a trastornos inflamatorios , procesos autoinmunes y procesos cancerosos, por lo cual es viable
realizar la identificacion de algiin dafio tisular, canceroso o tumoral. Dentro de la tincion se
evidenciaria en tonos azules-purpura, encontrando como resultado la ausencia en los diversos
campos de la zona media de testiculo. Demostrando asi que la administracioén de capsaicina

en estas dosis del tratamiento no presenta efectos dafios tisulares o tumorales.

Con uso de la técnica Inmunohistoquimica de Fluorescencia la cual nos permitid
realizar la identificacion de células positivas a TRPV1, con los cuales se realiz6 el conteo
por campo de la zona media de las células que presentaron una marca de TRPV1 con FITC
presente en la colocalizacion ,observando un incremento de estas en los sujetos

administrados, en la investigacion realizada por Ilhan T. & Erdost H. ,2013 donde se
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realizaron THC de grelina testicular bajo una administracioén bajo la dieta alta de capsaicina
en roedores durante la edad de pubertad , donde llegaron a la conclusion de que la
administracion de capsaicina estimula células de grelina , afectando a la testosterona .Dentro
el trabajo realizado los sujetos administrados con capsaicina en concentracion 1nM se
identificé un incremento considerablemente mayor, mostrando que la administracion de
capsaicina en bajas concentraciones presenta un proceso up-regulation sobre los tubulos

seminiferos .

Se deduce que TRPV1 actia como un canal importante para mediar la entrada de
Ca?". Este trabajo estudio la presencia del canal TRPVI y su efecto sobre la
proliferacion celular. La participacion de los receptores TRPV1se ha visto demostrada en
trabajos realizados dentro del laboratorio de neuroendocrinologia, en los cuales se identificd
que pueden modificar la proliferacion celular en hembras, modificando el inicio de la

pubertad y el desarrollo ovérico Alatriste, el al, 2013.

Mediante NGF y la regulacion que presenta en la plasticidad de sistema nervioso por
medio de su receptor Trk permite la activacion de PI3K el cual presenta funcion de
proliferacion celular, PKC en vinculacion a la ruta de transduccion de sefiales y SRC
participando en la diferenciacion y la proliferacion celular, afectando el dominio N-terminal
de los receptores TRPV1. La fosforilacion de estos sitios permite que los receptores TRPV 1
sean transportados a la membrana celular y capten estimulos extracelulares; o bien el
estradiol, atraviesa la membrana celular y activa directamente a la proteina SRC, la cual
fosforila a aminodcidos en el dominio N-terminal de los receptores TRPV1 en el reticulo
endoplasmico y asi promover el trafico de ellos a la membrana celular. La activacion de los
receptores TRPV1 contribuye al desarrollo de los 6rganos del sistema reproductor y del SNC

participando en la diferenciacion y la proliferacion celular Alatriste, el al, 2013.

Relacionado al mecanismo ya existente de unién de Anandamida a los receptores
TRPV1 incrementando el Ca?" intracelular que a la vez activa a las proteinas calcio
calmodulina quinasa II (CAMKII), a la PKC y a PKA dependientes de Ca>", activando el

factor de transcripcion NF-kB, el cual promueve la transcripcion de genes involucrados en

55



los procesos de diferenciacion y proliferacion celular Garceia, et.al.2018, Gonzalez, et. al.

2015, Thippe gowda et al, 2010.
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Figura 25. Conexion nerviosa sensorial de testiculo hacia el SNC. Los receptores TRPV1 se localizaron en los testiculos y
modulan el desarrollo en proliferacion celular. ademas se expresan en las neuronas de los DRG y neuronas de la region
raices nerviosas Lumbares L1-L2 y S2-S4 También se ha reportado que NGF sensibiliza a los receptores TRPV I,
favoreciendo el mecanismo antes descrito y permitiendo la proliferacion y crecimiento del cono axonal, donde el NGF
sensibiliza a los receptores TRPVI (Meffert y Baltimore, 2005).Por lo cual la union de Cap. a TRPVI permite la

sefializacion que activa la diferenciacion y proliferacion celular positiva en testiculo de rata macho Wistar.

56



CONCLUSIONES

1.- En las ratas macho tratadas con capsaicina a concentraciéon 1nM y 10 nM se vio un

incremento en el peso corporal, identificado al momento de sacrificio (P58).

2.- Se identifico que a concentraciéon 1nM y 10 nM se promovid el desarrollo celular de los
testiculos de las ratas machos Wistar.

3.- Dentro de las inmunohistoquimicas realizadas se identifico dentro de los tubulos
espermaticos un numero mayor de células positivas a TRPV1 en las espermatogonias
primarias

4.- El estimulo de los receptores TRPV1 presenta un papel relevante en el proceso de
proliferacion celular, demostrada por un incremento en el peso corporal, un incremento de
las células de Leydig y espermatozoides via receptores TRPV1.

Anexo 1: Perspectivas de trabajo

Para dar una continuidad a este trabajo se presentan las siguientes perspectivas con base a los

resultados obtenidos durante la investigacion y los cuales podrian favorecer sus aplicaciones.

Reproducir el trabajo realizado la cuantificacion de testosterona en todos los sujetos
proponiendo un incremento de esta en sujetos administrados, relacionado al incremento de

tejido adiposo via receptora TRPV1.

Realizar espermiograma/ seminograma amplio de todos los sujetos y evaluar la viabilidad de

los espermatozoides.

Realizar la cruza con hembras bajo caracteristicas especificas e identificar la capacidad de

fertilidad de los sujetos.
Anexo 2: Aplicaciones del trabajo

Los resultados obtenidos podrian ser aplicados en problemas de fertilidad de diferentes

especies, en sistemas de ganaderia e inclusive en especies en peligro de extincion.
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