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No te rindas

No te rindas, aun estas a tiempo

de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, enterrar tus miedos,
liberar el lastre, retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,

perseguir tus suefos,

destrabar el tiempo,

correr los escombros y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,

aunque el frio queme,

aunque el miedo muerda,

aunque el sol se esconda y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,

aun hay vida en tus suefios,

porque la vida es tuya y tuyo también el deseo,
porque lo has querido y porque te quiero.

Porque existe el vino y el amor, es cierto,
porque no hay heridas que no cure el tiempo,
abrir las puertas quitar los cerrojos,
abandonar las murallas que te protegieron.

Vivir la vida y aceptar el reto,
recuperar la risa, ensayar el canto,
bajar la guardia y extender las manos,
desplegar las alas e intentar de nuevo,
celebrar la vida y retomar los cielos,

No te rindas por favor no cedas,

aunque el frio queme,

aunque el miedo muerda,

aunque el sol se ponga y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,

aun hay vida en tus suefios,

porque cada dia es un comienzo,

porque esta es la hora y el mejor momento,
porque no estas sola,

porgue yo te quiero.

Mario Benedetti



Dedicatorias

A mi madre Marcelina Mendoza por hacerme una mujer fuerte y por brindarme
los principios solidos que me ensefio desde nifia, para enfrentarme a los
momentos mas dificiles que he vivido y por hacerme sensible ante el dolor de

las demés personas.

A mi marido, José Miguel Sagastizabal que siempre ha estado a mi lado
apoyandome en todo momento, en lo bueno y no tan bueno, por ensefiarme a
no planear tanto y vivir mas, por todas las sonrisas y la felicidad de la cual gozo

hasta este momento junto a él.

A mis sobrinitas Romina y Naomi por sus sonrisas y travesuras, que desde que

llegaron a este mundo cambiaron mi vida.

Agradecimientos

A las doctoras Edith Arenas Rios y Herlinda Bonilla Jaime, por ser parte de mi
comité apoyandome siempre para enriquecer mi proyecto con sus

conocimientos y observaciones.

En especial a la Dra. Rosario Tarragé Castellanos que siempre estuvo a mi
lado apoyandome incondicionalmente, haciéendome ver esos pequefios grandes
detalles para enriguecer este proyecto, por su enorme calidad humana y por
ser un gran ser humano que apoya a las personas que se acercan a ella para

pedir ayuda. Por su ética como persona y por ser una mujer de una sola pieza.

A mis sinodales, al Maestro en Ciencias Pedro Cuapio Padilla y la Dra. Marcela
Arteaga Silva por su tiempo para enriquecer este trabajo con sus

observaciones y sugerencias.

A mis amigos que desde hace muchos afios nos conocemos y siempre me han
apoyado en este camino de la ciencia, David Hernandez Alvarez y su esposa
Graciela, a Carol, Tofiita y Amin, por esas platicas divertidas y enriquecedoras
llenas de risas, a mis compafieras de laboratorio Jocelyn y Dianita por su

solidaridad, compafierismo y apoyo.



INDICE

LiSta 0@ @DIEVIATUIAS ... s 9
RESUMEN ... et e et e e et e e e et e e e eaea s 11
A B ST R A C T e ettt e et e e et e e e 12
1. INTRODUCCION ..ottt sttt sttt e et stese e e eaeseeeese e enens 13
1.1 Sistema reproductor MasCUliNO... ... 15
1.2 Morfofisiologia teStiCUIAr..........cooiiiiiiiiiiiee e 15
1.3 Morfofisiologia epididimaria...........cccuuueiiiiiieeriiii e 16
1.4 Tipos de células epididimarias y SUS fuNCIONES............cccccevummmmiinninnnnnnnns 19

1.5 Desregulacion del eje Hipotalamo Hipdfisis Testosterona inducido por el
sobrepeso y laobesidad...........c..oiiiiiiiiii e 24

2. ANTECEDENTES. .. ..ot e e e e e 27
3. JUSTIFICACION ..ottt ete et etesteste st eaeete e e 30
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .....cootiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et 30
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION........coviiiiiieeieeteeieeeeeeee ettt 31
8. HIPOTESIS. ..ottt ettt ettt s st s et en e e s 31
7. OBJETIVO GENERAL ..o, 31
8. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooeieeeeeceeeeeeeeete et ee ettt 31
9. MATERIALES Y METODOS .......coiiiiteitecieeteete e ete e ete ettt stesteste e sae st sae e 32
9.1 Administracion de las dietas...........ccceeeeeeeeieee 33
9.2 Peso corporal de 1as ratas..........coeevvuuiiiiiiii e 33
9.3 ObtenciOn de 1as MUESIIAS .......cooeeeieeeeeeeeeeeeeeee e 33
9.4 Obtencién del epididimo y peso epididimario.........cccooeeeevveeeiiiiiiieeeeees e, 33
9.5 Extraccion de espermatOZoides ..........ccceeveeeeiiieiiiiiiiieeeeee e e e e e eeaanens 34
9.6 Parametros €SPEIrMALICOS. .......ccciiiiiiiiiiii i e e e e et e e e et e e e e e eeaaans 34
9.7 Viabilidad eSPermMatiCa .......cccceeeeiiiiiiiiiei e 34
9.8 Morfologia €SPErMALICA .........ccceeiiiiiiiiie e 35
9.9 Procesamiento hiStolOQICO............ooovviiiiiiii e 35
9.9.1 Andlisis histoldgico cualitatiVo .............cccviiiiiiiiiiiic e 35



9.9.2 Analisis morfométrico del epididimo ..........ccoooiiiiiiiii e 36

10. ANALISIS ESTADISTICO ...ouiiiiiiiieiiieteie ettt eeenens 37
11, RESULTADOS ...t et e e e e e et e et e e e et e e e et e e e aa e eeanns 38
11,1 PES0O COMPOTAL ... 38

11,2 INAICE UE LEE....uuiiiiei e 38

11.3  Grasa €SCrOtal........cceeuriuuiiiiiie et e e e e et e e e 39

11.4  indice epididimario SOMALICO ..........c.coeeveeveeeeeieeeeeee e e, 40

11.5  ESPermatObDIOSCOPIAS ......uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiii s 40

11.6  Andlisis histologico cualitativo del epididimo ............cccvveeeeiieeiiiiinnnee. 41

11.7  Andlisis morfométrico del epididimo...........ccccvveiiiiiiiiiiiii e, 47
11.7.1 Area de 10S CONAUCTOS. ... .....uvmeeeeee el 47

11.7.2 Porcentaje de la luz de 10S conducCtoS...........c.oevviiiiiiiiiiii e 48

11.7.3 Porcentaje del area de los conductos ocupada por los espermatozoide
....................................................................................................... 49
11.7.4 Altura del @PItElIO .....ccvveeiieie e 50

12. DISCUSION ....ccuiuiiieieieieiesieieiee ettt ettt e e s s e e eeetese s e eeenene e neees 51
13. CONCLUSIONES ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnbraeeeeaeas 60
LA, ANEXOS...ooiiiiieeiiiiie ettt e e e e e s ettt et e e e e e e e e b et ra e e e e e e e e e aaeeeaens 61
14.1 Medio Ringer para el lavado de espermatozoides.............cccceevvvviiieeeennn. 61

14.2 Solucién para viabilidad y morfologia espermatica (EN) .............ccccecc...... 61

I 113 (] (oo | = PSS 61
14.3.1 Fijacion del teJiO.......ccuueeiiiee it 61
14.3.2 Procesamiento HiStOIOQICO .........ccviiiiuiie i 62
14.3.3 Tincion HematoXiliNa-EOSING..........cccoiiiiieiiecec e 62
14.3.4 TinCiON TricrOmMICa A€ MAaSSON .....ccveiiiiiiiiieiie ettt e e 62
15. BIBLIOGRAFIA ...ttt ete et eee e 64



Lista de abreviaturas

ABP Hormona fijadora de andrégenos
AMPc Adenosina 3',5-monofosfato ciclico
AMPK Por sus siglas en inglés, AMP activated protein kinase (proteina

cinasa activada por AMP)

BHE Barrera hematoepididimaria

DHT Dehidrotestosterona

A* Delta cuatro

A® Delta cinco

EN Eosina nigrosina

E Estradiol

5a-R Enzima 5a reductasa

FSH Hormona Foliculo Estimulante
GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas
H-E Tincién de Hematoxilina-Eosina
HHT Hipotalamo hipdfisis testiculo
IES indice epididimario somatico

IL-1 Interleucina-1

IL-1B Interleucina -1B

IMC: indice de masa corporal

LH: Hormona Luteinizante

OMS Organizacion mundial de la salud
PKA Proteina cinasa A

PUFA Acidos grasos poliinsaturados
RA Receptores de andrégenos

REa Receptores a estrogenos-alfa
SHBG Globulina fijadora de hormonas sexuales



StAR

™
TGA

PPARS
PPARY
PPARa

Proteina de regulacion de la esteroidogénesis
Testosterona

Tincién tricromica de Masson

Triacilglicéridos

Factores de proliferacion de los peroxisomas
Factores de proliferacion de los peroxisomas gama

Factores de proliferacién de los peroxisomas alfa
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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad se caracteriza por, un exceso de tejido adiposo el
cual induce efectos negativos, tales como: la aromatizacién de testosterona a
estradiol, desbalance hormonal y la disminucion de la fertilidad, siendo un
problema que afecta a muchos hombres, estudios recientes lo relacionan con
una disminucion de los paradmetros espermaticos. Los espermatozoides al salir
de los tdbulos seminiferos necesitan adquirir la capacidad para moverse,
reconocer y fertilizar al ovocito, y es en el epididimo, donde las adquieren
(maduracién espermatica epididimaria). El epididimo es un érgano andrégeno
dependiente, que puede verse afectado con el sobrepeso y la obesidad
pudiendo alterar los parametros espermaticos y la morfometria del epididimo.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del sobrepeso y
obesidad en el analisis morfométrico epididimario y los parametros
espermaticos. En este trabajo se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar
con una edad de tres meses, se dividieron en tres grupos con una n=6 por
cada uno (sobrepeso, obesidad y control), el agua y el alimento estuvo
disponible ad libitum, cada grupo recibi6 una dieta especifica (10% para
generar sobrepeso y 60% obesidad) TestDiet por un mes; se registro la medida
naso anal y el peso de las ratas. Se obtuvo: la grasa gonadal y los epididimos
para el andlisis espermatico y para analizar la morfometria mediante la técnica
histoldgica. La dieta hiperlipidica induce tanto sobrepeso como obesidad en
ratas Wistar, disminuyendo el indice epididimario-somatico. Tanto en
sobrepeso como en la obesidad el epitelio epididimario se ve afectado en su
altura, numero y largo de los cilios, asi como por la presencia de abundantes
vacuolas, relacionado con estos cambios, se observan alteraciones en la
calidad espermatica, se reduce drasticamente la viabilidad espermatica (32%)
en animales con obesidad y de manera significativa con sobrepeso (70%).
También se incrementa en estos grupos la presencia de malformaciones en la
pieza media angulada, flagelo angulado y enrollado. En conclusion, el
sobrepeso y la obesidad inducen cambios epididimarios tanto en las células

gue conforman al epitelio como en la maduracion espermatica.
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ABSTRACT

Overweight and obesity is characterized by an excess of adipose tissue that, in
males, induces negative effects, such as: the aromatization of testosterone into
estradiol, hormonal disorder and impaired fertility. Recent studies relate it to low
sperm count and reduced sperm motility. When sperm leave the seminiferous
tubules they need to go through epididymal maturation in the epididymis, where
in 1 or 2 weeks they acquire the ability to move, to recognize and to fertilize the
oocyte. The epididymis is an androgen-dependent organ that can be affected by
overweight and obesity and alter the sperm parameters and morphometry of the
epididymis. The objective of this study is to show the effect of overweight and
obesity on epididymal morphometric analysis and sperm parameters. In this
study, 18 three-month-old Wistar strain rats male were used. They were divided
into three groups with an n=6 per group: overweight, obesity and control. Water
and food were available ad libitum, each group received a specific diet (10% to
generate overweight and 60% obesity) TestDiet for one month; naso-anal
measure and the weight of the rats were recorded. The gonadal fat, the
epididymis for the sperm analysis and the morphometry were obtained with
histological technique to be analyzed. The hyperlipidemic diet induces both
overweight and obesity in Wistar rats, decreasing the somatic epididymal index.
In both overweight and obesity groups a reduction in seminiferous epithelium
height and tubular diameter were observed, number and length of the cilia were
affected, as well as the presence of abundant vacuoles. These changes led to
alterations in sperm quality, sperm viability was drastically reduced (32%) in
obese animals and significantly in overweight (70%). An increase on
morphological abnormalities in the midpiece and tail were present in these
groups. In conclusion, overweight and obesity induce epididymal changes both

in the cells that make up the epithelium and in sperm maturation.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la disminucion de la fertilidad es un problema que afecta a
muchos hombres, estudios recientes lo relacionan con una disminucion de los
parametros espermaticos, lo cual puede ser ocasionado por multiples factores,
entre los que se encuentran: factores ambientales, estrés, una alimentacion
desbalanceada que puede ocasionar sobrepeso y llegar a la obesidad,
sumado a una disminucion en las concentraciones de testosterona (T) (Swan et
al., 2000; Guarnieri et al., 2010; Barrera., 2013; Araya, 2014; de Souza et al.,
2017; WHO, 2017).

En el hombre el eje reproductivo, hipotalamo hipdfisis testiculo (HHT) es el
responsable de regular la produccion de T; a nivel hipotalamico, la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) se secreta de forma pulsatil para regular
en la adenohipdfisis la produccion hormonal de la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH), ambas seran transportadas
a través del torrente sanguineo hasta llegar a su 6érgano blanco: el testiculo. La
FSH en las células de Sertoli se une a sus receptores, ocasionando que,
estimulen la liberacion de inhibina B y de activina, las cuales regulan la
secrecion de FSH, fundamentales para la espermatogénesis; la LH en las
células de Leydig, regula y estimula la sintesis de T (Gonzalez, 2017).

La liberacibon de GnRH en el eje HHT, es regulado por multiples
neurotransmisores y por diversas hormonas como por ejemplo la T,
progesterona y prolactina, asi como por hormonas que se secretan en
situaciones de estrés que pueden disminuir la secrecion de GnRH (Michalakis
et al., 2013; Hall, 2016). Cuando se presenta un desbalance energético
relacionado con una ingesta inadecuada de alimento, se puede provocar una
disfuncion en el eje reproductivo, ocasionando una disminucién en la
concentracion de la T (Michalakis et al., 2013; Oliver y Mach, 2016).

Como ya se menciono la sintesis de T se lleva a cabo en las células de Leydig,
la cual se realiza tanto por la via A* a partir de progesterona como por la via AS
a partir de pregnenolona; en el caso especifico de los roedores predomina la
primera, y la via A® en el humano (Robaire y Hamzeh, 2011; Gémez-Chang, et
al., 2012).
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En el testiculo, las células de Leydig son estimuladas por LH, iniciAndose asi la
cascada de sefalizacién para la esteroidogénesis, la union de LH con el
receptor activa los receptores acoplados a las proteinas G que estimulan la
sintesis de adenosina 3’,5'-monofosfato ciclico (AMPCc), esta, al acumularse en
el espacio intracelular activa la proteina cinasa A (PKA) que fosforilard a la
proteina de regulacién de la esteroidogénesis aguda del transporte del
colesterol (StAR).

StAR se encarga de regular la translocacion del colesterol de la membrana
mitocondrial externa a la interna, en donde ocurrira la sintesis de pregnenolona
por accion de la enzima citocromo P450ssc (Orgebin-Crist et al., 1976; Chang-
Gomez et al., 2012). Esta via no es la Unica que puede activarse; en el testiculo
se presentan otras vias que pueden activar la esteroidogénesis independientes
de AMPc y, en ciertos casos funcionan en correlacion con LH para promover la

esteroidogénesis testicular (Barret et al., 2013).

Para que se lleve a cabo la sintesis de T, primero se da la conversion de
colesterol a pregnenolona que se hidroxila en la posicion 17 y posteriormente
sufre un rompimiento de su cadena lateral para formar dehidroepiandrosterona
y androstendiol para convertirse en T. Se puede también generar
androstenediona a través de la progesterona y la 17-hidroxiprogesterona,
posteriormente, la dehidroepiandrosterona y la androstenediona se convierten
en T (Fig 1) (Hu et al.,, 2010; Barret et al., 2013). La T sintetizada es
transformada por la enzima 5a-reductasa, para generar un metabolito mas
potente que la T, la dihidrotestosterona (DHT) (Hu et al., 2010), necesaria para
gue se lleve a cabo la espermatogénesis y otro proceso fundamental para que
los espermatozoides adquieran su capacidad fertilizante, ya que una vez que
salen los espermatozoides del testiculo aun no adquieren la movilidad y la

capacidad para unirse y reconocer al ovocito (O’Donnell et al., 2000).
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| ]
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Fig 1. Biosintesis de la testosterona, modificado de: Hu et al., 2010; Hall., 2016.

1.1 Sistema reproductor masculino

El sistema reproductor masculino esta formado por un par de testiculos, un par
de epididimos adosados a los testiculos, las glandulas sexuales accesorias
(vesiculas seminales, prostata y glandulas bulbouretrales) y los genitales
externos, como son pene Yy el escroto (donde se alojan testiculos y epididimos)
(Challis et al., 2005; Barret et al., 2013).

1.2 Morfofisiologia testicular

Los testiculos contienen tubulos seminiferos, y en su interior se localiza el
epitelio germinativo en el que se lleva a cabo la espermatogénesis, es decir, el
desarrollo de las células sexuales masculinas o espermatozoides (Barret et al.,
2013). Fuera de los tubulos seminiferos, se encuentran las células de Leydig,
encargadas de producir T (Wojciech, 2016). El epitelio seminifero es un epitelio
estratificado, que estd compuesto basicamente por dos tipos celulares:

a) Células de Sertoli. Son las encargadas de dar soporte nutricional y
estructural a las células precursoras de los espermatozoides, participan
en la espermatogénesis, mientras se lleva a cabo la diferenciacion
celular de las espermatogonias a espermatozoides, asi como, en la
fagocitosis de los restos celulares. Estas células son las encargadas de

formar la barrera hemato-testicular considerada como una frontera que
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hay entre la circulacion sanguinea de los vasos capilares de los
testiculos y los tubulos seminiferos; por medio de las uniones estrechas
gue se establecen entre las células de Sertoli se crea una barrera, que
sirve para asegurar un microambiente ideal para el mantenimiento de las
células germinales que daran lugar a los espermatozoides (Wojciech,
2016). Las células de Sertoli también se encargan de secretar la
proteina fijadora de andrégenos (ABP) necesaria para el transporte de
andrégenos y la inhibina B, esta Ultima interviene en la retroalimentacién
negativa sobre el eje reproductivo HHT (Patton y Thibodeau, 2013).

b) Células germinales: las espermatogonias se encuentran cercanas a la
lamina basal de los tubulos seminiferos, se dividen por mitosis y meiosis,
y presenta dos fases: la primera para formar a los espermatocitos
secundarios y la segunda para formar espermatides que seran
diferenciadas en espermatozoides inmaduros, mismos que seran
liberados hacia la luz de los tubulos, que con ayuda del liquido luminal y
por medio de los movimientos peristalticos que realiza el tejido liso que
se encuentra en la tdnica vaginal llegaran al epididimo los
espermatozoides (Hargrove et al., 1977; Neill, 2006; Robaire y Hamzeh,
2011; Patton y Thibodeau, 2013).

1.3 Morfofisiologia epididimaria

El epididimo es un conducto, altamente enrollado que varia en longitud
dependiendo de la especie, en ratas llega a medir hasta 3 metros y en
humanos de 3 a 6 metros (Robaire y Hinton, 2015). Esta constituido por
elementos hormonales, asi como, de elementos estructurales como: el entorno
intraluminal, matriz extra-tubular y las paredes vasculares, lo cual le confiere el
peso al epididimo (Brooks, 1983; Sullivan et al., 2007). En este 6rgano se
llevaran a cabo las siguientes funciones: el transporte de los espermatozoides,
maduracién, proteccién, almacenamiento, desarrollo de la movilidad
espermatica y de la capacidad fertilizante (Robaire y Hamzeh, 2011; Dacheux y
Dacheux, 2013). El epididimo se divide en segmentos y cada conducto
contorneado estd separado por un tabique (Turner et al. 2007; De Grava y

Klinefelter, 2014; Robaire y Hinton, 2015), cada segmento tiene elementos
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reguladores uUnicos y comunes de los eventos de sefalizacion, expresion de
genes y proteinas. Una de las funciones del epididimo es contribuir a la
formacién de un microentorno luminal ideal, que es fundamental para que los
espermatozoides testiculares lleguen maduros al momento de alcanzar la
cauda (De Grava y Klinefelter, 2014).

Este 6rgano se divide en cuatro 0 mas segmentos, segun la especie (Cornwall,
2009), de forma general, la mayoria de los mamiferos, presentan: segmento
inicial, caput, corpus y cauda, y en cada regién se organizan en lobulillos (Fig
2), en el caso de la rata se tienen cuatro regiones, pero en el humano solo se
llegan a diferenciar solo tres (Challis et al., 2005; De Grava y Klinefelter, 2014,
Robaire y Hinton, 2015; Zhou et al., 2018).

Segmento
inicial

Cauda

Fig 2. Esquema modificado de: Zhou et al., 2018 se muestran las regiones de
una seccion longitudinal del epididimo de rata; Segmento inicial, caput, corpus

y cauda.

a) Segmento inicial: Es la continuacion de los tdbulos eferentes, se
caracteriza por ser un conducto enrollado de diametro amplio, con células
epiteliales que tienen cilios largos, en este segmento se observa una red
capilar caracterizada por un porcentaje bajo de capilares linfaticos en el
intersticio de 0.69%, en comparacién con las regiones distales. Su principal
caracteristica es una vascularizacién intensa la cual se refleja en un flujo

sanguineo mayor, con el resto del epididimo, para su funcionamiento el
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b)

d)

epididimo requiere la presencia de andrégenos, factores lumicrinos y la
sintesis de proteinas (Breton et al., 2016; Domeniconi et al., 2016).

Caput: Se encuentra formado por conductos eferentes que van de una
forma regular a isodiamétrica, los conductos estan revestidos por un epitelio
cilindrico pseudoestratificado (con un 80% de células principales), que
presentan cilios grandes y abundantes que se encargaran de ayudar a
reabsorber los fluidos testiculares, el caput junto con el segmento inicial son
las regiones donde se reciben a los espermatozoides inmaduros (De Grava
y Klinefelter, 2014).

Corpus: Formado por conductos de forma irregular, presenta un epitelio
columnar simple con cilio, en esta regidn secreta glucogeno que va a
ayudar a la maduracion de los espermatozoides. Las células principales
presentan gran actividad ya que en esta regidon ocurre parte de la
maduraciéon y empiezan a adquirir la capacidad para moverse los
espermatozoides. En esta region las células claras presentan abundantes
lipidos en la region supranuclear, contribuyendo a la modificacion de
componentes lipidicos de la membrana plasmatica de los espermatozoides
(De Grava y Klinefelter, 2014).

Cauda: Contiene varias capas: capa mucosa revestida con epitelio
columnar simple con cilios muy cortos, capa muscular lisa y una capa
adventicia rodeada por tejido laxo y algo de cubierta de la tanica vaginal.
Presenta conductos de irregular a anisodiamétricos, el lumen del conducto
es acido para evitar que los espermatozoides presenten movilidad y
consuman energia innecesaria, lo cual ocurriria en un medio alcalino
(Cooper, 2007; Robaire y Hinton, 2015). Ademas del pH del medio en esta
region hay recambio de proteinas, el exceso de proteinas luminales es
reabsorbido y a su vez se secreta la proteina inmobilina para que se
mantengan inmoviles los espermatozoides (De Grava y Klinefelter, 2014).
Es la zona de almacenamiento de espermatozoides a la espera de ser
expulsados en una eyaculacion o ser reabsorbidos por las células claras
(Breton et al., 2016; Gervasi y Visconti, 2017).
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1.4 Tipos de células epididimarias y sus funciones

Las células epididimarias que se encuentran en este érgano son: principales,

basales, apicales, halo, claras y estrechas (Fig 3) (Domeniconi et al., 2007;
Zhou et al., 2018).

Fig 3. Células del epitelio epididimario, modificado de: Zhou et al., 2018.

| Zona apical |
L 4

Células apicales Epltidimasofiies

Microvellosidades
Espermatozoides

Células basales

Células claras

Células Halo

Células principales

Células estrechas

Tabla 1. Distribucion de las células epididimarias a lo largo del érgano

Segmento inicial Caput Corpus

Principales Pe Pe Pe Pe

Apicales Pr Pe Pe Pe

Estrechas Pe Pe Pe Au

Basales Pr Pe Pe Pe

Halo Pe Pe Pe Pe

Claras Au Pe Pe Pe
Pe: Presentes Au: ausentes Pr: Predominan
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a) Células basales

Son células redondeadas o piramidales, presentan un nudcleo finamente
granular de cromatina, en el polo de la membrana celular, presentan pliegues
profundos y estrechos, presentan estructuras similares a las de la membrana
de las células principales, se encuentran situadas en la base de las células
cilindricas de la membrana basal y se comunican con el lado luminal del
epitelio a través de proyecciones del cuerpo estrecho e interdigitaciones con las
células principales, presentan plasticidad morfologica (Gregory y Cyr, 2014). En
ratas adultas tienen alcance luminal solo en el corpus y la cauda proximal, pero
no en otras regiones del epididimo, siendo los andrégenos reguladores de esta
funcién (Shum et al., 2013), tienen la capacidad de cambiar de forma para
ajustar tanto el volumen luminal; estas caracteristicas sugieren un papel

protector (inmunoldgico) (Zhou et al., 2018).

Estas células solo se localizan en caput, corpus y cauda, y representan del 15
al 20% del epitelio a lo largo del epididimo, pueden endocitar factores
derivados de la sangre o las células principales, se consideran una fuente de
renovacion celular en el epitelio pseudoestratificado y como células madre de
las células principales, segun sean las necesidades del conducto epididimario
(Challis et al., 2005; Avenel et al., 2011; Robaire y Hinton, 2015).

Dentro de las funciones de estas células se encuentran el control de la
secrecion de electrolitos con ayuda de las células principales, también regulan
la acidificacion del lumen de los conductos a través de la produccion de 6xido
nitroso (Cooper, 2007; Robaire y Hinton, 2015). Se les pueden considerar como
macréfagos maduros, similares en apariencia a los macrofagos peritubulares
gue son ocasionalmente localizados en muescas del epitelio epididimario,

donde estan ausentes las células basales (Breton et al., 2016).

b) Células apicales

Estas células se asemejan a las células principales, pero a diferencia de estas,
tienen un caracteristico ndcleo esférico situado apicalmente y no tienen
contacto con la membrana basal (Robaire y Hinton, 2015) y residen en a la

region apical del epitelio epididimario, principalmente se encuentran en el
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segmento inicial, la region del caput y el corpus; aunque se sabe poco sobre
las funciones especificas de estas células, (Adamali y Hermo,1996; Challis et
al., 2005; Robaire y Hinton, 2015), se ha reportado que participan también en
procesos de secrecidn y endocitosis, que modifican el ambiente luminal, ya que
estan involucradas en la degradacion y eventualmente internalizacién de

proteinas (Adamali y Hermo,1996).

Tanto estas células como las células estrechas, participan conjuntamente en la
acidificacion de la luz de los conductos epididimarios (Robaire y Hinton, 2015).
De esta forma, ya sea de manera individual o concertada, los elementos
celulares del epitelio procuran las condiciones necesarias para que los
espermatozoides alcancen su maduracion, adquieran su movilidad, asi como
su habilidad para reconocer y fusionarse con el ovocito y fecundarlo (Adamali y
Hermo, 1996; Challis et al., 2005; Gregory y Cyr 2014; Robaire y Hinton, 2015;
Sullivan y Mieusset, 2016).

c) Células principales

Las células principales se encuentran en todo el epididimo, presentan
diferencias estructurales y funcionales en cada region de este érgano, que se
reflejan en la apariencia y organizacion del aparato secretor (reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y granulos secretores) y aparato endocitico
(vesiculas, endosomas, cuerpos multivesiculares y lisosomas), la endocitosis
gue llevan a cabo de material existente en el lumen puede ocurrir por absorcion

o0 mediado por transportadores (Robaire y Hinton, 2015).

Representan aproximadamente entre el 65% y el 80% del total de las células
del epididimo, constituyen aproximadamente el 80% del total del segmento
inicial, y hay una marcada sintesis de proteinas que se liberan al lumen del
epididimo (Challis et al., 2005; Robaire y Hinton, 2015), dentro de las cuales se
encuentra la inmobilina (que genera un entorno luminal viscoelastico para
inmovilizar mecanicamente a los espermatozoides) (De Grava y Klinefelter,
2014), la secrecion de diferentes proteinas intervienen generando un
microambiente adecuado; ayudando asi, a que se mantenga la composicion
i6nica y el pH adecuados en el lumen; de estas células salen prolongaciones

llamadas cilios que se extienden desde las membranas plasmaticas
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apicales(Primiani et al., 2007); participan también, en la absorcién y secrecién
del epitelio del tubulo epididimario (Orgebin-Crist y Jahad, 1978; Adamali y
Hermo,1996; Leung et al., 2004; Dacheux et al., 2005; Challis et al., 2005;
Shum et al., 2011; Arrotéia et al., 2012; Shum et al., 2013; Domeniconi et al.,
2016; Menezes et al., 2018).

Los principales andrégenos que intervienen en la regulacion del epididimo son:
la 5a-dihidrotestosterona, la 5a-androstan-3a y 17B-estradiol. EI mayor
producto del metabolismo de la testosterona es la DHT, el cual es generado
precisamente por la enzima 5a-reductasa, la cual se encuentra en estas las
células principales del epididimo (Tekpetey et al., 1989; Robaire y Viger,1995;
Robaire et al., 2007). La zona mas activa en la secrecion de proteinas es el
caput y es de aqui de donde las células principales empiezan a secretar a los
epididimosomas (transportadores) y se propone como la principal forma de
transferir proteinas y otras particulas al espermatozoide (Zhou et al., 2018).

Las células principales, ademas de la sintesis de proteinas, absorben los
fluidos que provienen de los tubulos seminiferos y secretan serotonina,
prostaglandinas, aminoacidos, carbohidratos, lipidos y electrolitos (Sullivan et
al., 2007). Transportan sodio a su interior desde el lumen por medio de canales
de sodio-potasio, por lo que se ha sugerido que desempefian un papel en la
maduracion de los espermatozoides (Primiani et al., 2007; Robaire y Hinton
2015).

d) Células claras

Se caracterizan por una region apical con numerosas depresiones revestidas,
endosomas, cuerpos multivesiculares, y lisosomas, una region basal donde se
ubica el nacleo y una cantidad variable de gotas lipidicas. La funcion endocitica
de estas células es mucho mayor que la correspondiente realizada por las
células principales adyacentes, sobre todo en la cola del epididimo, ademas,
participan junto con las células estrechas en la acidificacion del fluido (Hermo et
al.,, 1988; Robaire y Hinton, 2015). Se distinguen de las demas células
epiteliales por la presencia de micropliegues en la superficie (Hamzeh y
Robaire, 2008).
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Se encargan de la absorcion y digestion de los detritos de espermatozoides,
intervienen en el recambio de la fase fluida de los espermatozoides
almacenados en la cola del epididimo, sin embargo estas células no se
encuentran presentes en el segmento inicial del epididimo de la rata (De Grava
y Klinefelter, 2014; Akbarsha et al., 2015), otras de las funciones son: estimular
la secrecion de protones, pueden ser responsables de la depuracién de las
proteinas del lumen y absorben el contenido de las gotas citoplasmaticas
liberadas por los espermatozoides (Cooper, 2007; Robaire y Hinton, 2015).

e) Células Estrechas (Oscuras)

Las células estrechas, se encuentran solo en la etapa adulta de los mamiferos
(rata) en el segmento inicial y la zona intermedia. Se caracterizan por sus
numerosas vesiculas apicales localizadas en forma de copa que estan
involucradas en la endocitosis (Hess et al., 2000). Estas células se diferencian
de las células principales y apicales por la expresion de diferentes proteinas,
también se ha observado que pueden ser precursores de células claras, e
intervienen en la secrecion de iones H* hacia la luz del conducto epididimario y
solo representan el 3% del epitelio epididimario (Adamali y Hermo, 1996;
Challis et al., 2005).

Al igual que las otras células del epididimo estas forman parte de la Barrera
Hemato-Epididimaria (BHE), al formar una red de uniones estrechas entre las
células epiteliales adyacentes, dentro de sus funciones estan la de regular el
contenido del lumen al limitar el movimiento paracelular de iones entre la

sangre y el epididimo (Gregory y Cyr, 2014; Zhou et al., 2018).

f) Células Halo

Estas células se localizan en todo el epididimo y se distinguen por tener un
nacleo denso con cromatina condensada periférica, asi como un citoplasma de
color pélido con un borde estrecho, normalmente se localizan en la base del
epitelio, pero al ser células migratorias, se encuentran a diferentes alturas a lo
largo del epitelio en espacios despejados; presentan granulos que contienen
cuerpos multivesiculares y un gran reticulo endoplasmico (Challis et al., 2005;
Robaire y Hinton, 2015; Akbarsha et al., 2015).
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Desempefian un papel inmunoldgico, y se ha descrito a estas células como
linfocitos intraepiteliales que corresponden a los CD4* y CD8 (Seiler et al.,
2000; Robaire y Hinton, 2015; Akbarsha et al., 2015).

Es importante tomar en cuenta que, la distribucion, proporcion y funciones de
los diferentes tipos celulares, difiere entre los distintos segmentos del
epididimo, esta situacion va a generar un microambiente controlado que provee
a los espermatozoides de ambiente adecuado conforme van recorriendo al
epididimo (Robaire y Hinton, 2015).

1.5 Desregulacion del eje Hipotalamo Hipofisis Testosterona inducido por
el sobrepeso y la obesidad

De acuerdo con la Organizacion mundial de la salud (OMS), el sobrepeso se
presenta cuando hay un aumento del peso corporal causado por una
acumulacion anormal de grasa por encima de los valores que indica el indice
de masa corporal para normopeso (IMC) (WHO, 2017). En humanos se
considera sobrepeso cuando los valores son de 25 a 30 kg/m?, mientras que
para obesidad se considera >30 kg/m?, actualmente la obesidad se considera
una “epidemia del siglo XXI” y un problema de salud publica presente a nivel
mundial caracterizada por un exceso de tejido adiposo (Cabler et al., 2010; Du
Plessis et al., 2010; WHO, 2017).

Actualmente no se cuentan con estudios del sobrepeso con alteraciones
fisiol6gicas, la obesidad ha sido mas estudiada y se reporta que es responsable
de inducir un gran nimero de efectos negativos como, por ejemplo: la diabetes
mellitus tipo Il, sindrome metabdlico, asi como, la disminucién en la fertilidad
masculina y fecundidad (Barrera-Cruz et al., 2013; Barqueira et al., 2010;
Guarnieri et al., 2010; Cachofeiro et al., 2006; Araya, 2013; Swan et al., 2000;
Chunghtai et al., 2011).

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino del
2016 (ENSANUT-MC) reporta que, los adultos de 20 afios 0 mas, presentan
una prevalencia de incremento de peso en un 75%, de los individuos en los

cuales se combina tanto el sobrepeso como la obesidad. La Organizacion para
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la Cooperacién y Desarrollo Econdmico (OCDE) el 32% de la poblacion adulta
presenta obesidad, ubicando a México como la segunda poblacion a nivel
mundial con mas casos de obesidad, ya que, en la actualidad, mas del 70% de
los habitantes la padecen. Esto nos indica que, probablemente la obesidad y el
sobrepeso pueden ser factores a considerar, en los problemas de fertilidad en
parte de la poblacibn masculina mexicana (ENSANUT-MC, 2016; OCDE,
2016).

Anteriormente se mencionaron algunas alteraciones o padecimientos que se
pueden presentar con la obesidad (Du Plessis et al., 2010; Teerds et al., 2011).
A nivel reproductivo se ha encontrado en México un indice elevado de hombres
gue presentan obesidad y que a su vez son infértiles (Valderrama et al., 2016).

Se considera infertilidad cuando una pareja no ha tenido éxito en procrear y
después de haber tenido relaciones sexuales regularmente por 12 meses sin
proteccidon anticonceptiva sin que se logre el embarazo, la causa de este
problema puede ser derivada de alguna alteracion o enfermedad del sistema
reproductivo masculino o femenino (Oliver y Mach, 2016; Zegers-Hochschild et
al., 2009). En el caso especifico de la infertilidad masculina las principales
causas que se sugieren son: desequilibrio hormonal, problemas genéticos,

vasculares y la obesidad (de Souza et al., 2017; El Salam, 2018).

La obesidad afecta a la fertilidad, al inducir un desbalance hormonal al
disminuirse los niveles de T e incrementarse los de estradiol (E2) (Chapin y
Creasy, 2012). La elevacion de E: va ejercer una retroalimentacion negativa en
el eje HHT favoreciendo aun mas la disminucion de T, la cual a su vez va
modificar los procesos de espermatogénesis (Vigueras-Villasefior et al., 2011;
de Souza et al., 2017; Ferramosca et al., 2018). Por otro lado, la obesidad
inducird otra serie de cambios hormonales que tendrdn como resultado el
incremento de las concentraciones de leptina, insulina y E2, y como se comento
antes, una disminucion en los niveles plasméaticos de T (Du Plessis et al., 2010;
Farooqi, 2011). Estos cambios hormonales pueden generar diversos problemas
como: oligozoospermia, azoospermia, un aumento en el indice de
fragmentacién del ADN del espermatozoide y una disminucién del volumen

seminal. La suma de todos estos cambios, y sus efectos, muestran unan clara
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correlacion entre la obesidad y la infertilidad masculina (Lolmede et al., 2015;
Oliver y Mach, 2016).

En humanos, se tienen ya estudios que reportan que el exceso de tejido
adiposo periférico incrementa la conversion de T a E2 generando un
hipogonadismo inducido, por un lado, como consecuencia de una supresion del
eje reproductivo, y por otro, por la reduccion de los niveles totales de T unidos
a globulina fijadora de las hormonas sexuales (SHBG), y la presencia de

hiperestrogenismo por la aromatizacion de T (Chunghtai et al., 2011).

Si bien la gran mayoria de los estudios han sido realizados en sujetos que
presentan obesidad, pocos estudios se han realizado para determinar el
impacto del sobrepeso en la salud, en particular en algunas alteraciones de la
fertilidad masculina, por lo cual, el interés de este proyecto fue evaluar el
impacto que tiene el sobrepeso y la obesidad en el andlisis morfométrico
epididimario histologico de la morfologia celular del epididimo y los parametros

espermaticos.
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2. ANTECEDENTES

En la actualidad se cuenta con una serie de estudios que relacionan la
obesidad con alteraciones reproductivas, sin embargo, la relacion del
sobrepeso con la reproduccién no ha sido evaluada. Para el estudio de la
obesidad se han realizado investigaciones utilizando modelos animales, a los
cuales se les induce un desbalance energético, obteniendo animales con
diferentes grados de obesidad (Luque et al., 2015; Liu y Ding, 2017), en
ninguno de los estudios se ha considerado el sobrepeso como un parametro a

investigar.

En esos estudios, se ha administrado una dieta alta en carbohidratos o lipidos,
el incremento de peso que presentan las ratas, se asocia con un aumento en
los niveles de leptina, lipidos, glucosa, etcétera (Zhang y Scarpace, 2009). En
otro estudio realizado en ratas de la cepa Wistar, a los cuales se les administro
una dieta con un 60% de grasa por 15 semanas, observando un incremento de
peso corporal con relacion al grupo que tuvo una dieta equilibrada y un

incremento en las concentraciones de leptina.

En ratas Wistar, en un estudio de obesidad inducido con una dieta que
contenia 60% de grasa administrada por tiempo prolongado, se obtuvo una
ganancia rapida de peso con incremento significativo de la grasa corporal, los
animales presentaron modificaciones hormonales del eje reproductivo, asi
como, en la maduracion espermatica, el aumento de grasa corporal ocasiona
cambios en los niveles de algunas adipocinas como la leptina, reportandose

incremento en la concentracion, ademas del colesterol y triglicéridos.

Vigueras-Villasefior y colaboradores (2011), mostraron en un estudio realizado
también en ratas Ratas Sprague—Dawley, que, la obesidad induce cambios
morfologicos en la estructura epididimaria al observarse: presencia de cuerpos
apoptéticos en el lumen del caput del epididimo, sugiriendo que los cambios en
los niveles séricos de leptina, hormonas esteroides, insulina, colesterol y

triglicéridos modifican la funcion testicular y epididimaria.
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En un estudio reciente Zhao y colaboradores (2018) demostraron que la
administracién en roedores murinos con una dieta alta en grasa administrada
desde la pubertad hasta la edad adulta, puede ocasionar un aumento en el
dafio de las células de Leydig, peroxidacién de lipidos y aumento en la
concentracion de Leptina; asi como, una disminucién en el conteo y movilidad

de espermatozoides, peso relativo de los testiculos y T.

Recientemente Yan-Fei y colaboradores (2018) reportaron que las ratas con
obesidad inducida (dieta alta en grasa) presentaban: disfuncion del
metabolismo de los lipidos, alteracion de los niveles hormonales, aumento de
los niveles de estrés oxidante en los tejidos del testiculo, hipogonadismo
primario leve, una funcion anormal del eje HHT; sin embargo, los efectos a
largo plazo causados por la obesidad, pueden causar una disminucion en la

fertilidad masculina (Jia et al., 2018).

En pacientes obesos se ha reportado la presencia de una gran cantidad de
grasa en el escroto, la cual induce un incremento en la temperatura (Bellastella
et al., 2019), esto puede tener como consecuencia estrés oxidante como:
oxidacion de lipidos, aminoacidos y carbohidratos, asi como, dafio al ADN,
induciendo dafios en los espermatozoides almacenados en epididimo, y como
consecuencia cambios en los parametros espermaticos (Aitken, 1997; Sullivan
et al., 2005; Vigueras-Villaserfior et al., 2011; Michalakis et al., 2013; Liu y Ding,
2017).

Como se mencion6 anteriormente, la obesidad va a tener una repercusion
directa en el eje reproductivo HHT, la liberacion de GnRH depende tanto de un
balance energético como de una adecuada relacion testosterona/estradiol. Al
presentarse un balance energético positivo que va aumentar el tejido adiposo
favoreciendo una mayor conversion de T a E», causando problemas de
fertilidad en los hombres (Michalakis et al., 2013).

Es también importante sefialar que, la secrecion y actividad del epitelio
epididimario, es andrégeno dependiente; funciones como la secrecion de
glicerofosfatilcolina, acido sidlico, compuestos de baja masa molecular que,
junto con los cambios en la produccidon espermatica y hormonal, crean un

microambiente especifico a lo largo del epididimo (Turner et al., 2003), pueden
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ser modificados por la obesidad alterandose el proceso de maduracién
esperméatica epididimaria (Bilinska et al., 2006) y la supervivencia de los

espermatozoides (Vigueras-Villasefor et al., 2011; Kim et al., 2017).

Hasta el momento la mayoria de los estudios se han realizado en animales o
pacientes obesos, sin embargo, los cambios generados por el desbalance
energeético inician cuando se establece el sobrepeso en un individuo, lo cual no
ha sido considerado hasta el momento. Debido a esto, en el presente trabajo
se analiz6 el efecto del sobrepeso y la obesidad en los pardmetros

espermaticos relacionados con los cambios en la morfologia epididimaria.
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3. JUSTIFICACION

El abordar directamente el problema de sobrepeso y obesidad en el humano es
complejo debido a una gran cantidad de variables que no son controlables, por
esto se sugiere utilizar un modelo animal como la rata, como una alternativa

viable y controlable para inducir sobrepeso y obesidad.

La informacién analizada sugiere un posible efecto de la obesidad en el
proceso de maduracion espermatica epididimaria, hasta el momento, no se han
realizado estudios que relacionen los cambios histolégicos epididimarios con
los parametros espermaticos y la maduracion espermatica, conocimiento que
se requiere para coadyuvar a un mejor manejo reproductivo en pacientes

obesos.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud a nivel mundial cada vez mas
generalizado en los varones y se ha relacionado con la infertilidad, al reducir

los parametros y la calidad del espermatica, como es la viabilidad.

El mecanismo por el cual la obesidad puede tener un efecto negativo en los
parametros espermaticos, se tiene hasta el momento parcialmente descrito, en
el caso del sobrepeso no se ha valorado, por esta razon, es importante estudiar
cada uno de los factores que se pueden relacionar con la infertilidad, bajo estas

dos condiciones.

Entre los factores que pueden contribuir a la reduccion de la fertilidad, se
encuentran: alteraciones hormonales generadas por el incremento de tejido
adiposo, que se expresa en cambios del analisis morfométrico de los érganos
dependientes de andrégenos que tiene como consecuencia cambios en los
parametros seminales. Debido al impacto negativo de la obesidad y muy
probablemente del sobrepeso en la salud reproductiva, se requiere realizar
estudios que permitan aportar nuevos elementos para plantear en un futuro,

estrategias para prevenir o revertir en lo posible el problema de infertilidad.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Como afecta el sobrepeso y la obesidad en la morfologia epididimaria y los

parametros espermaticos en la rata Wistar?

6. HIPOTESIS

Si el aumento del peso corporal induce sobrepeso y obesidad, se modificara la
histomorfologia del epitelio epididimario entonces los pardmetros espermaticos
se veran modificados dependiendo del peso.

7. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del sobrepeso y obesidad en el andlisis morfométrico

epididimario y los parametros espermaticos.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Validar que la dieta alta en grasa induce sobrepeso y obesidad.

2) Determinar si la grasa epididimaria aumenta con el sobrepeso y
obesidad.

3) Caracterizar los cambios en el epitelio epididimario inducido por el
sobrepeso y la obesidad.

4) ldentificar los cambios en los parametros espermaticos (viabilidad y

morfologia espermatica) en condiciones de sobrepeso y obesidad.
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9. MATERIALES Y METODOS

18 ratas macho wistar con tres meses de edad

] ] |

Control (n=6) Obesidad (n=6)
Dieta estandar con Dieta con< 60% de grasa
saturada
=520-560g

< 3% de grasa
=300-420g

Alimento (Rat chow) y agua ad libitum

Se pesaron y midieron los tres grupos de ratas por un mes

Eutanasia por decapitacion l
Obtencion de la Obtencion de los » Gananciade peso Corpora|
Grasa escrotal epididimos E > Incremento del peso corporal
l » Indicede Lee
Ganancia de grasa I lzquierdo | I Derecho
escrotal ‘

Analisis Analisis
espermatico histologico
Viabilidad Analisis
y morfomeétrico
Morfologia

Fig 4. Disefio experimental

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar, con una edad de 3 meses y un
peso aproximado de 300 g, divididos en tres grupos con igual niumero de
animales (n=6). Las ratas se obtuvieron del Bioterio de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa y se mantuvieron bajo condiciones
estandar (temperatura controlada de 20+2 °C y ciclo de 12/12 luz-oscuridad) y
cama de aserrin, siguiendo la NOM-062-Z00-1999 que se indica en el articulo
5. El agua y alimento estuvo disponible ad libitum, cada grupo recibié una dieta
especifica; diariamente se registrd el consumo de alimento y el peso de las
ratas, durante 30 dias consecutivos (Fig 4).
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9.1 Administracién de las dietas

Las dietas que se administraron a los grupos experimentales son las
siguientes:

Grupo 1 (Control): recibieron, una dieta estandar: Alimento Purina rat Chow
5001 (3% de grasa) y agua ad libitum. Se esperaba mantener un peso
aproximado de 300 a 420g.

Grupo 2 (sobrepeso): recibieron, Alimento rico en grasas, marca Test Diet,
contenido de grasas 10% (Energy F/fat PD Yellow) (Molinar, 2015) y agua ad

libitum. Se esperaba obtener un peso entre 430 y 510g.

Grupo 3 (obesos): recibieron, Alimento rico en grasas, marca Test Diet,
contenido de grasas 60% (Energy F/fat PD y PD Blue) (Molinar, 2015) y agua
ad libitum. Los animales debian de obtener un peso entre 520 a 600g.

9.2 Peso corporal de las ratas
Para reportar la ganancia de grasa corporal, se utilizé el indice de Lee
parametro antropométrico que relaciona el peso y la longitud corporal, este

parametro es un predictor de obesidad (Bernardis y Patterson, 1968).

indice de Lee= raiz cubica del peso corporal (g)/ longitud naso-anal (cm).

9.3 Obtencién de las muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacion (NOM--062-ZO0-1999 rubro
5.3.12). Los restos fueron colocados en bolsas de polietileno, y se llevaron al
bioterio de la UAM lIztapalapa para ser congelados y posteriormente eliminados
de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.

9.4 Obtencidn del epididimo y peso epididimario

Se extrajeron los epididimos, haciendo una incision a nivel ventral desde la
region terminal del esternon hasta la sinfisis pubica, para tener acceso al
aparato reproductivo, y asi observar las estructuras perigonadales, al observar
las gbénadas, se separd la grasa que se encontraba alrededor de la region
cefélica de los epididimos, mismos que se pesaron para determinar el indice
epididimario somatico (IES) en una balanza analitica (250/0,0001 G PW254,
ADAM) (Malafaia et al., 2013). IES = (Peso epididimario/peso de la rata) (100)
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El epididimo derecho se disecé y fue fijado en formalina neutra al 10% vy el
izquierdo se secciond en sus tres regiones anatomicas gruesas (caput, corpus
y cauda) de acuerdo con el procedimiento descrito por Cervantes y

colaboradores (2008), para realizar las espermatobioscopias.

9.5 Extraccién de espermatozoides

En cada una de las tres regiones del epididimo izquierdo (caput, corpus y
cauda), se extrajeron los espermatozoides, induciendo la liberacion de los
mismos, mediante un corte en las tres regiones del epididimo (caput, corpus y
cauda), y asi poder separar el fluido con espermatozoides del tejido
epididimario (Leon-Galvan et al., 1999).

Una vez obtenida la muestra se determinaron los siguientes parametros:
viabilidad y morfologia de los espermatozoides, basandonos en el método
descrito en el Manual de Laboratorio para la examinacion y procesamiento del
semen humano (WHO, 2017), y manual para el andlisis de la copula y el

eyaculado en la Rata Albina (Rattus norvegicus) (Lucio et al., 2009).

9.6 Parametros espermaticos

Del fluido que se obtuvo de las tres zonas del epididimo (caput, corpus y
cauda) izquierdo, se extrajeron los espermatozoides, y se depositaron en una
placa con cuatro pozos (una para cada zona), adicionados con solucién de
ringer (100 pl), una vez colocados los espermatozoides en la solucidon se

resuspendieron y se realizaron los siguientes analisis:

9.7 Viabilidad espermatica

El andlisis de viabilidad analizo el nimero de espermatozoides vivo y muertos
expresado en porcentaje. Se colocaron 3 pl de los espermatozoides que se
resuspendieron sobre un portaobjetos, previamente etiquetado y atemperado a
37°C. Posteriormente se adicionaron sobre la muestra 2 pl de eosina nigrosina
(EN), se mezclaron y se realiz6 el frotis. El andlisis se realizé en un microscopio
de campo claro. Se contaron los espermatozoides que se tifleron de rosa
(espermatozoides que se consideraron muertos) y los que no se tifleron
(espermatozoides que se consideraron vivos), hasta completar un total de 200

espermatozoides. Se hizo un promedio y el resultado se expresé en porcentaje.
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9.8 Morfologia espermética

La morfologia de los espermatozoides se evalud analizando la misma muestra
gue se utilizo para el reporte de la viabilidad. Se contaron 200 espermatozoides
al azar en diferentes campos. Se cuantificé el nUmero de espermatozoides que
presentaban anormalidades en la cabeza, pieza media y el flagelo, asi como la
presencia de la gota citoplasmética. Los resultados obtenidos se expresaron en
porcentaje como indica el manual de la OMS.

9.9 Procesamiento histolégico

Después de segmentar el epididimo en caput, corpus y cauda, posteriormente
fueron fijados en formalina neutra al 10%, y realizar los estudios histoldgicos
utilizando las tinciones de Eosina-Hematoxilina y Tricromica de Masson (TM).

Una vez fijados los epididimos en formalina neutra al 10%, se lavaron en
alcohol de 70° posteriormente se siguio la técnica histolégica de rutina la cual

consiste en:

a) Deshidratacion por medio de alcoholes graduales.
b) Aclaramiento de los tejidos en xilol.
c) Impregnacion en parafina.

d) Inclusion definitiva en parafina.

Se realizaron cortes de 4y, posteriormente se tifieron por las dos técnicas
anteriormente mencionadas, se realizo el andlisis cualitativo y cuantitativo de

cada region del epididimo (Bancroft, 1995).
9.9.1 Andlisis histolégico cualitativo
Para el andlisis morfométrico y cualitativo se utilizé6 un analizador de imagenes

KS 300 Zeiss. Se analizaron con un objetivo de 40X, un total de 120 imagenes

por cada animal (30 conductos por cada regién caput, corpus y cauda).

Para la descripcion histolégica se consideré forma del conducto, tipo de
epitelio, cambios en el epitelio, asi como distribucién de espermatozoides en la

luz del conducto.
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La identificacion de los tipos celulares se realiz6 siguiendo los siguientes
criterios (Ross et al., 2009).

Células principales: residen desde la membrana basal, presentan forma
columnar con presencia de cilios que se extienden hasta la luz del tabulo

epididimario

Células basales: se localizan sobre la lamina basal, son pequefias y esféricas.

9.9.2 Andlisis morfométrico del epididimo

En el andlisis morfométrico se determiné el area total del conducto, el area de
la luz del conducto, el area ocupada por los espermatozoides dentro del
conducto y por ultimo la altura del epitelio epididimario (Fig 5) en 20 tabulos por

cada region del epididimo (caput, corpus y cauda) por cada animal.

Para determinar la altura del epitelio epididimario en cada conducto se tomaron
cuatro medidas en forma de cruz (Fig 5).

A partir del area del conducto y el area de la luz se calculé el porcentaje que
ocupa la segunda en relacion a todo el conducto. El porcentaje del area
ocupada por los espermatozoides se obtuvo en relacion al area de la luz del

conducto.

Altura del epitelio |

Area del conducto |

Porcentaje de la luz de
los conductos

Porcentaje del Area de los
conductos ocupada por
los espermatozoides

Fig 5. Morfometria epididimaria. Pardmetros morfologicos analizados en los

conductos epididimarios.
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10.ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con el programa NCSS 12. Los datos se
expresan como la media mas el error estdndar (EE). Para determinar las
diferencias estadisticas de los resultados analizados se realiz6 una ANOVA
multiple y una prueba pos hoc Newman Keuls, para el peso corporal, grasa
escrotal, indice epididimario soméatico, espermatobioscopias, area de los
conductos, altura del epitelio y el porcentaje del area de los conductos ocupada
por los espermatozoides y el porcentaje de la luz de los conductos una prueba
de Chi cuadrada (x?); para comparar las diferencias entre los grupos. Se
consideraron diferencias a partir de una significancia de p<0.05.
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11.RESULTADOS

11.1 Peso corporal

La ganancia de peso corporal en las ratas Wistar alimentadas con una dieta
estandar y una dieta hiperlipidica de 10% y 60 %, indujeron sobrepeso con la
primera dieta y obesidad con la segunda (Fig 6). EI analisis estadistico
muestra que la dieta hiperlipidica tanto del 10% como del 60% induce
significativamente una mayor ganancia de peso comparado con el grupo
Control (23.7% y 53.54 %), la diferencia entre sobre peso y obesidad también
fue significativa (29.84%) (F2,1s=108.895 p< 0.001).

Peso corporal

600

40

500

400

Peso (g)
w
o
o

200

100

m Control m Sobrepeso Obesidad

Fig 6. Ganancia de peso corporal (X+ EE) en las ratas Wistar alimentadas con
una dieta estandar y una dieta hiperlipidica durante 4 semanas. Letras
diferentes, muestran diferencias significativas entre los grupos (p<0.001).

ANOVA multiple, prueba post hoc Newman Keuls.

11.2 indice de Lee
Al calcular indice de Lee (Bernardis y Patterson, 1968), se obtuvo un valor de
0.291 en las ratas control, en las ratas con 10% (sobrepeso) se obtiene un

valor de 0.329, mientras que en el grupo con 60% con dieta hiperlipidica
(obesos) es de 0.339 (Tabla 2).
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Tabla 2. indice de Lee en control y los grupos experimentales: sobrepeso y
obesidad.

Tabla 2. indice de Lee

Grupos experimentales Obesidad (60%)

indice de Lee 0.291 0.329 0.339

Valor en normo peso <0.3

11.3 Grasa escrotal
La grasa escrotal mostro un incremento del doble en el grupo con sobrepeso
con relacion al control y cuatro veces mas en el grupo de obesidad con relacion

al control y el doble que el grupo de sobrepeso (F2,18 =30.9046 p< 0.001)

Grasa escrotal
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Fig 7. Ganancia de grasa escrotal (X+ EE), en ratas Wistar con sobrepeso y
obesidad. Letras diferentes, muestran diferencias significativas entre los grupos
(p<0.001). ANOVA multiple, prueba post hoc Newman Keuls.
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11.4 indice epididimario somatico

El andlisis estadistico muestra una disminucion en el tamafio del epididimo sdlo
en las ratas obesas comparado con el grupo control y el de sobrepeso
mostrando diferencias significativas (F2,18=7.1273 p< 0.001)

indice epididimario somatico
0,38 a a
0,36
@
T 0,34
= b
§ 0,32 T
g 03
0,28
0,26
m Control mSobrepeso Obesidad

Fig 8. indice epididimario somatico (X + EE), el grupo control y sobrepeso
observan diferencias significativas con el grupo de obesidad. Letras diferentes,
muestran significativas entre los grupos (p<0.01). ANOVA multiple, prueba post

hoc Newman Keuls.

11.5 Espermatobioscopias
En las espermatobioscopias se reportaron los parametros obtenidos de las tres
divisiones del epididimo (caput, corpus y cauda) en donde se observan las
siguientes caracteristicas de los espermatozoides: viabilidad, en el grupo
control fue de 96% y en el grupo con sobrepeso disminuy6 hasta 70% y en el
de obesidad disminuyé hasta un 32%, (F218=107.57 p<0.001). Las
anormalidades en la cabeza amorfa (F 2,18 = 25.63 p< 0.001), solo se observan
diferencias significativas en el grupo con obesidad con respecto al control. En
la pieza media angulada (F2,18=50,02 p< 0.001), y asimétrica (F2,18=13,5395 p<
0.001), asi como en flagelo angulado (F2,18=49,74 p< 0.001) y enrollado (F21s =
9,41 p< 0.001) se muestran diferencias significativas entre los tres grupos,

control, sobrepeso y obesidad (Tabla 3).
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Tabla 3. Reporte de espermatobioscopias
| Parametro % Control | | Obesidad
Vivos 96 +3.12| 70+3.1° | 32+3.1°
Anormalidades
Cabeza "Amorfa" 1+0.2 210.2 3+0.2
Pieza media
Angulada 7+1.92 19+1.9° 34+1.9¢
Asimétrica 0 1+0.2 1+ 0.2
Flagelo
Angulado 13 +32 45+3P 52+3¢
Enrollado 2 +3.42 14+3.4° 23+3.4°¢

Tabla 3. Viabilidad (X + EE), Anormalidades en la pieza media angulada, asi
como en el flagelo angulado y enrollado. Letras diferentes, muestran
diferencias significativas entre los grupos (p<0.001). ANOVA multiple, prueba

post hoc Newman Keuls.

11.6 Andlisis histoldgico cualitativo del epididimo

Regidn del Caput:

Control: los conductos presentan una forma redonda, con una luz reducida,
epitelio pseudoestratificado (células basales y principales) grueso con cilios
largos y abundantes; en el centro del conducto se observan los

espermatozoides agrupados (Fig 9A y 9B).

Sobrepeso: A diferencia del control los conductos se observan de forma
ovalada con una mayor luz, el epitelio es mas delgado y presenta vacuolas, los
cilios son escasos y cortos. El area ocupada por los espermatozoides en la luz
del conducto es mayor y no se observan tan agrupados como en el control (Fig
9Cy 9D).

Obesidad: En este grupo los conductos se observan con formas irregulares,
presentan una mayor luz en comparacion con el grupo control, el epitelio
pseudoestratificado es muy delgado y se observan menor namero de cilios los
cuales son pequefios. En el epitelio se observan vacuolas abundantes y de
mayor tamafio que las que se observaron el grupo con sobrepeso. Los
espermatozoides se encuentran mas dispersos ocupado en algunos casos toda
la luz del conducto (Fig 9E y 10F).
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Fig 9. Corte transversal de la zona del caput del epididimo con tincién H-E y TM, en los grupos con sobrepeso y obesidad se
observan cambios en la forma de los conductos disminucion del epitelio, asi como del numero de cilios y el largo de estos. Se
observa la presencia de vacuolas en el epitelio en los grupos tratados. A (Control/ H-E), B (Control/ TM), C (Sobrepeso /H-E), D
(sobrepeso/H-E) y E (Obesidad/ H-E), F (Obesidad/ TM). (C) cilios, (V) vacuolas. Barra 200um.
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Regién del Corpus:

Control: La forma de los conductos es redonda o ligeramente ovalada
formados por un epitelio pseudoestratificado, mas delgado que el de la cabeza,
con menor namero de cilios y de apariencia mas delgados que los de la cabeza
y largos, los espermatozoides al igual que en la cabeza se observan agrupados
en el centro del conducto (Fig 10 Ay 10 B).

Sobrepeso: La forma de los conductos es ovalada, el epitelio que los
conforman es pseudoestratificado y delgado; en comparacion con el control se
observa menor presencia de cilios y cortos, en esta region se observa también
la presencia de vacuolas de tamafio grande en el epitelio. Los espermatozoides
se encuentran en la luz del conducto da la apariencia que estan mas

disgregados que en el control (Fig 10 Cy 10 D).

Obesidad: Los cambios que se presentan son muy similares a los que se
describieron en el caput ya que el epitelio pseudoestratificado es muy delgado
con escasos cilios y de tamafia no muy pequefio, la forma de los conductos es
irregular y se observa un gran niamero de vacuolas en el epitelio. En la luz del
conducto la apariencia del espacio ocupado por los espermatozoides es similar

a la que se observa en el grupo de sobrepeso (Fig 10E y 10F).
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Fig 10. Corte transversal de la zona del corpus del epididimo con tincion H-E, se observan cambios similares a los descritos
en la caput en los grupos de sobrepeso y obesidad con disminucion del epitelio, cambio de la forma de los conductos y
presencia de vacuolas. A (Control/ H-E), B (Control/ TM), C (Sobrepeso /H-E), D (sobrepeso/H-E) y E (Obesidad/ H-E), F
(Obesidad/ TM) (C) cilios, (V) vacuolas. Barra 200um.




Regién de la Cauda

Control: Se observan conductos ligeramente ovalados, el epitelio
pseudoestratificado (células basales y principales) se observa méas delgado que
en las dos regiones anteriores la presencia de cilios en esta zona del epididimo
es casi nula y los pocos que se llegan a observar son muy pequefios, los
espermatozoides se siguen observando agrupados en el centro de la luz, cilios
pequefios y escasos, en el centro del tubulo se observan espermatozoides

ocupando una mayor area (Fig 11Ay 11B).

Sobrepeso: Los conductos que se observan de forma transversal presentan
una forma irregular el epitelio se observa delgado similar al del grupo control,
pero con la presencia de vacuolas; con cilios son muy escasos y pequefos.
Los espermatozoides se observan mas dispersos ocupando un mayor espacio
de la luz del conducto (Fig 11Cy 11D).

Obesidad: La apariencia es muy similar a lo descrito para el grupo con
sobrepeso a excepcion del epitelio que se observa mas delgado y con
abundantes vacuolas; la luz practicamente estd ocupada por los

espermatozoides (Fig 11Ey 11F).
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Fig 11. Corte transversal de la zona del corpus del epididimo con tincién H-E Y TM al igual que en la region de la cauda y corpus
se observan conductos con formas diferentes y presencia de vacuolas en el epitelio, en el tratamiento con obesidad se denota
mas delgado. A (Control/ H-E), B (Control/ TM), C (Sobrepeso /H-E), D (sobrepeso/H-E) y E (Obesidad/ H-E), F (Obesidad/ TM),
(C) cilios, (V) vacuolas. Barra 200um.
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11.7 Andlisis morfométrico del epididimo

11.7.1 Area de los conductos

En el grupo control se observa que el area de los conductos es menor en la
region del caput (10953 + 540.3) en comparacion con las otras dos zonas del
epididimo (27866 + 523.29 corpus y en cauda 28770.23 + 489.4).

Al comparar la region del caput entre los tres grupos observamos un
incremento significativo tanto en sobrepeso (22911 + 540.3) como en obesidad
(27172 + 540.3) siendo mayor en éste ultimo grupo (F2,18= 242.10 p<0.001), en
la zona del corpus ocurre lo contrario observamos un decremento significativo
tanto en sobrepeso (25189 + 523.29) como en obesidad (21723 + 523.29)

siendo menor el area en éste ultimo (F218= 34. 63 p<0.001).

Sin embargo, en la region de la cauda se observa un decremento similar pero
significativo menor (F218=24.51 p<0.001) en los grupos de sobrepeso
(24149.41 + 489.4) y obesidad (25149 + 489.4) con relacion al control (Fig 12).

Area de los conductos

= Control
m sobrepeso
Obesidad

Caput Corpus Cauda

Fig 12. Area de los conductos epididimarios (X + EE). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001). ANOVA mdltiple de una

via, prueba post hoc de Newman-Keuls.
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11.7.2 Porcentaje de laluz de los conductos

En el grupo control observamos que la luz de los conductos es menor (42.3
0.55) en la region del caput en comparacion con las otras dos regiones en los
grupos con sobrepeso (66.4 + 0.55) y obesidad (64.8 = 0.55) se presenta un
mayor porcentaje del conducto que corresponde a la luz de estos en
comparacién con el control (F218 = 592.61 p<0.001), sin embargo, en el corpus
Unicamente el grupo con sobrepeso (65.3 + 0.49) se observan diferencias (F
218 = 3,4521 p<0.03) con relacién al grupo control (67.4 + 0.49) y en cauda
ambos son significativamente menores (F2,18=31.83 p<0.001) que el control
(70.83 £ 0.27), pero obesidad (68.8 + 0.27) mayor que sobrepeso (67.71 *
0.27).

Sin embargo, es importante resaltar que las diferencias que se mencionaron al
inicio, en el grupo control en las tres areas, no se presentan de igual forma en
el grupo con sobrepeso y obesidad ya que desde la region del caput se
presenta un incremento el cual se mantiene con variaciones muy leves en las

otras dos regiones (Fig 13).

Porcentaje de la luz de los conductos
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Fig 13. Luz de los conductos X *+ EE. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas en caput y cauda (p<0.001), corpus (p<0.01).

prueba estadistica X2.
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11.7.3 Porcentaje del &rea de los conductos ocupada por los

espermatozoides

En el grupo control se observa constante el porcentaje de espacio que ocupan
los espermatozoides en la luz del conducto en las tres zonas epididimarias
(15.5 + 0.46 caput, 44.94 + 0.48 corpus, 44.05 + 0.38 cauda), en la zona del
caput se observa un incremento significativo con relacion al control tanto en
sobrepeso (42.2 + 0.46) y obesidad (48.44 + 0.46) siendo mayor éste ultimo

con relacion a los otros dos.

En el grupo con sobrepeso (43.87+ 0.48) se observa una ligera disminucion en
la zona del corpus con relacion a las otras dos (F2,18 = 1403.66 p<0.001) y en el
grupo que presenta obesidad (44.1 + 0.48) donde observamos un mayor
espacio ocupado por los espermatozoides.

Al comparar el area ocupada entre los grupos sobrepeso (45.2 + 0.38) y
obesidad observamos que en la zona de la cauda este porcentaje es menor
para sobrepeso y obesidad (52.49 *+ 0.38), pero este ultimo mayor al grupo de
sobrepeso. En la cauda se observan los mayores cambios ya que en
sobrepeso y obesidad se observa un incremento significativo (F218=137.63
p<0.001) con respecto al control siendo mas acentuado en el grupo con
obesidad (Fig 14).

Porcentaje del area de los conductos ocupada por
los espermatozoides
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Fig 14. Porcentaje del area de los conductos ocupada por los espermatozoides

X + EE. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,

prueba estadistica X2 p<0.001
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11.7.4 Altura del epitelio

En la zona del caput observamos una disminucion significativa (F21s = 301.97
p<0.001) en el grupo con sobrepeso (15.66 £ 0.13) y obesidad (14.55 £ 0.13),
siendo esta la zona en la que se observa un mayor cambio. En la region del
corpus se presenta el mismo patrén de decremento (16.9 + 0.16 control, 15.8 +
0.16 sobrepeso, 15.3 + 0.16 obesidad) (F 2,18= 22.79 p<0.001) pero es menos
acentuado. Por ultimo, en la cauda Unicamente el grupo con obesidad (13.35 +
0.13) presenta una disminucion significativa (F2,18 = 10.55 p<0.001) con relacion
a los otros dos grupos (13.9 + 0.13 control y sobrepeso 14.23 + 0.13) (Fig 15).

Altura del epitelio

20
=15
5 m Control
& 10 m sobrepeso
< Obesidad
5
0

Caput Corpus Cauda

Fig 15. Altura del epitelio epididimario X + EE. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.001). ANOVA multiple de una

via, prueba post hoc de Newman-Keuls.
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12.DISCUSION

Hasta el afio 2016, se reporta que mas de 1900 millones de adultos mayores
de 18 afios 0 mas, tenian sobrepeso, de los cuales, mas de 650 millones eran
obesos (WHO, 2017), la obesidad es responsable de inducir un gran namero
de efectos negativos como: la diabetes mellitus tipo I, sindrome metabdlico, asi
como, la disminucién en la fertilidad masculina y fecundidad (Barrera-Cruz et
al., 2013; Barqueira et al., 2010; Guarnieri et al., 2010; Cachofeiro et al., 2006;
Araya, 2013; Swan et al.,, 2000; WHO, 2017; Chunghtai et al., 2011). En
México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino
(ENSANUT-MC) del 2016 reporta que, los adultos de 20 afios 0 mas, presentan
una prevalencia de incremento de peso en un 75%, de los individuos en los
cuales se combina tanto el sobrepeso como la obesidad. La Organizacion para
la Cooperacion y Desarrollo Economico (OCDE) considera que el 32% de la
poblacién adulta presenta obesidad, ubicando a México como la segunda
poblacién a nivel mundial con mas casos de obesidad, ya que, en la actualidad,
mas del 70% de los habitantes la padecen (ENSANUT-MC, 2016; OCDE,
2016).

En el presente estudio, la administracion de una dieta rica en lipidos de 10 y
60% indujo sobrepeso y obesidad (Fig 8), alterando la calidad espermatica
(Tabla 3) y el epitelio epididimario (Fig 9C, 9D, 9E, 9F, 10C, 10D, 10E, 10F,
11C, 11D, 11E, 11F) en la rata macho. La utilizacion de roedores en la
investigacion es una herramienta experimental para el estudio de diferentes
procesos fisiolégicos y patologicos, dado que cumplen con ciertas
caracteristicas similares al humano, ademas que son animales de reproduccién
rapida y continua, ya que su ciclo de vida es corto. Las ratas Wistar se utilizan

como modelo en estudios de sobrepeso y obesidad modificando la dieta.

Reportes previos indican que el peso corporal aumenta con dietas
hipercaloricas e hiperlipidicas (Rosini, 2012, Luque et al., 2015; Liu y Ding,
2017). Esta ganancia de peso expresada en aumento de grasa corporal, es
debido a que el alto consumo de carbohidratos conlleva a la sintesis de acidos
grasos por la accion de la insulina (Ghanayem et al., 2010; Vigueras-Villasefior

et al., 2011; Fan et al., 2018; Ferramosca et al., 2018), seguido de un aumento
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en la formacion y almacenamiento de triglicéridos en el tejido adiposo. Sumado
a la dieta hipercaldrica, los alimentos contienen un porcentaje de acidos grasos
saturados, mismos que pueden almacenarse en el tejido adiposo (Ghanayem
et al., 2010; Georgiadi y Kersten, 2012).

En el caso de las dietas ricas en acidos grasos saturados, generan que se
aumente de peso y de tejido adiposo blanco, ya que al ser moléculas de mayor
densidad energética se genera una disminucion en la oxidacién de los acidos
grasos Yy la termogénesis inducida por la dieta (Hariri y Thibault, 2010; Rosini,
2012, Luque, et al., 2015; Liu y Ding, 2017), en el caso de la dieta hipercal6rica
se reporta que se puede inducir sobrepeso y obesidad en ratas cuando es
administrada por un mes, mientras que con una dieta hiperlipidica con acidos
grasos saturados (como manteca de cerdo) se genera en el mismo tiempo la
ganancia de peso (Buettner, 2006), lo cual no se observa con las dietas de
acidos grasos poliinsaturados (aceite de olivo), ya que ejercen un efecto
opuesto (Ghanayem et al., 2010; Luque et al., 2015; Liu et al., 2015; Fan et al.,
2018; Ferramosca et al., 2018).

En el presente estudio la administracion de una dieta con 10 y 60% de acidos
grasos saturados se observd que 4 semanas fueron suficiente para inducir
sobrepeso y obesidad (Fig 6). En el caso de las dietas ricas en acidos grasos
saturados, generan que se aumente de peso y de tejido adiposo blanco, ya que
al ser moléculas de mayor densidad energética se genera una disminucion en
la oxidacién de los acidos grasos y la termogénesis inducida por la dieta (Hariri
y Thibault, 2010).

Diversos trabajos indican que la adipogénesis es regulada por los factores de
proliferacion de los peroxisomas (PPARs), factores de transcripcion que
intervienen en la regulacion de la sintesis u oxidacion de los acidos grasos, asi
como en la adipogénesis (Georgiadi y Kersten, 2012). En el caso de los
factores de proliferacion de los peroxisomas gama (PPARYy), promueven la
conversion de acidos grasos en triacilglicéridos (TGA), ocasionando un
almacenamiento de lipidos en érganos periféricos, también llevan a cabo la
expresion de los genes que van a conferir las caracteristicas de los adipocitos

maduros, ya que la diferenciacion de los adipocitos dependen de estos PPARS;
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por otro lado, se va a llevar a cabo la absorcion de los acidos grasos libres y la
acumulaciéon de TGA en los adipocitos maduros, por lo cual van a ir
aumentando en numero y tamafio (Tamori et al., 2002; Farmer, 2005; Madsen
et al., 2005; Georgiadi y Kersten, 2012).

Mientras que los PPARa en el organismo promueven la oxidacion de acidos
grasos cuando hay necesidad de requerimientos energéticos, ademas de
prevenir la acumulacion intracelular y la lipotoxicidad de los acidos grasos al
estimular su oxidacion en higado y el corazén, esto cuando hay un elevado
incremento de acidos grasos en plasma (Paasch et al., 2010). Asi, la activacion
de PPARa estimula la B oxidacion y disminuye los niveles circulantes de
triglicéridos y acidos grasos libres, o que previene la hipertrofia e hiperplasia
de adipocitos (Varga et al., 2011). Los PPARa tienen una mayor afinidad por
los acidos grasos poliinsaturados, es evidente que una dieta rica con este tipo
de acidos grasos disminuye la masa de tejido adiposo y suprime el desarrollo
de la obesidad (Madsen et al., 2005).

En condiciones de exceso de nutrientes, especialmente en dietas altas en
grasas como las saturadas induce obesidad, la expresién de PPARa disminuye
indicando que hay menor oxidacion de &acidos grasos y mayor lipogénesis
(Madsen et al., 2005). Curiosamente, algunos otros estudios han encontrado
que tanto PPARa como PPARy aumentan significativamente en ratones
alimentados con dieta alta en grasa, lo que podria conferir el aumento en el

tejido adiposo que conlleva a sobrepeso y obesidad.

En el humano se define como sobrepeso cuando el indice de masa corporal
(IMC) es 25-30 kg/m? y como obesidad si es superior a 30 kg/m? (Cabler et al.,
2010; Du Plessis et al., 2010; WHO, 2017). Mientras que, en animales de
laboratorio como la rata, el indice de Lee, es una forma rapida y precisa para
determinar sobrepeso y obesidad inducido por la dieta ya sea por hiperlipidica
o hiperglucemica (Novelli et al., 2007; Jeyakumar et al., 2009; Vigueras-
Villasefior et al., 2011). Varios autores reportan valores en el indice de Lee
como un indicador de obesidad que parece variar dependiendo de la cepa y
edad del animal, asi como el tiempo de administracion de la dieta. En 1970,

Bernardis y colaboradores, indican que un valor de 0.294 g es indicador de
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obesidad, mientras que Novelli y colaboradores (2006) reporta en ratas de 21y
60 dias de edad con una dieta hiperlipidica hasta la edad 90 dias, un indice de
Lee de 0.3. De manera similar, Vigueras- Villasefior y colaboradores (2011) en
ratas Sprague—Dawley de 3 meses de edad reportan un valor de 0.3 para
obesidad, con una dieta hipercal6rica por 30 dias. En el caso de Leopoldo y
colaboradores (2016), reportan en ratones macho Theiller de 30 dias con dieta
hiperlipidica por 15 semanas un indice de Lee de 0.76, como un indicador de
obesidad. Las variaciones en el indice de Lee parecen depender de la especie
edad y la dieta.

Algunos estudios sugieren que es importante considerar la correlacién entre el
indice de Lee y la masa grasa del animal para poder estimar el indice corporal
en ratas (Sclafani y Gorman, 1977; Malafaia et al., 2013), en estos mismos
trabajos indican que no se debe utilizar anicamente el indice de Lee como
referencia para determinar obesidad ya que en ocasiones no hay una

correlacién directa entre el peso corporal y este indice (Leopoldo et al., 2016).

Al respecto Malafia y colaboradores (2013) reportaron que en ratas macho
Wistar con un peso promedio de 170 g al inicio del experimento a las cuales se
les administré6 una dieta hipercalérica por 91 dias tuvieron una ganancia de
peso del 14.7%, y de la grasa epididimaria de 20.1%, pero sin diferencias en el
indice de Lee Nuestros resultados muestran que en ambos grupos con la dieta
hiperlipidica el indice de Lee es mayor de 0.3 en ratas de 3 meses de edad con
un tratamiento por 30 dias, en este caso con una ganancia de peso y de grasa
escrotal significativamente mayor en los animales con dieta de 60% comparado
con la de 10% (Novelli et al., 2007; Leopoldo et al., 2016). Lo anterior parece
indicar que la medida del indice de Lee al ser muy similar en ambos grupos, no
es un marcador determinante de sobrepeso y obesidad. Al respecto Malafai y
colaboradores (2013) mencionan que para tener una descripcion de la
composicion corporal completa de la rata y poder determinar si se
presenta obesidad es importante tener los siguientes parametros
antropométricos como son; el indice de masa corporal, indice de Lee y la

circunferencia del abdomen.
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Por otro lado, un aumento de peso en los hombres se ha asociado con un nivel
de T reducido, una disminucion tanto en la calidad esperméatica y fertilidad en
comparacién con los hombres de peso normal (Traish et al., 2008),
relacionandose la disminucion de andrégenos con el grado de obesidad, y un
aumento de estrona y estradiol, debido a la aromatizacion periférica de los
andrégenos, dada por una desregulacién endocrinolégica que induce bajos
niveles de T (Du Plessis et al., 2010; Chughtai et al., 2011). En modelos
animales se ha observado que la obesidad induce alteraciones en las
concentraciones de T (Zhao et al., 2014; Donner et al., 2015). En ratas macho
Spraw Dawley Vigueras- Villasefior y colaboradores (2011), reportan una
disminucién de la T total (1.94 ng/ml vs 3.0 ng/ml) inducida por una dieta
hipecaldrica. Un efecto similar ha sido reportado en diversos trabajos, por
ejemplo, en ratas macho Wistar con edad de 5 a 6 semanas (0.1 ng/ml)
(Donner et al., 2015), en ratas machos de 4 meses (Pongkan et al., 2016), asi
como en ratones machos C57BL / 6J con 8 (7.52 ng/mL de T) y 19 semanas
(6.33 ng/mL de T) (Zhao et al., 2014).

El tejido adiposo funciona de manera similar a un érgano endocrino al secretar
varios mediadores denominados adipocitocinas, entre ellas leptina,
adiponectina, asi como mediadores inflamatorios que inducen un estado de
inflamacion crénica como son: Factor de necrosis tumoral (TNF-a) e
interleucina-1B (IL-1B) que contribuyen a la inflamacion crénica originada por
un exceso de tejido adiposo (Varga et al.,, 2011). Existen reportes que
mencionan que estos mediadores (leptina y adiponectina) regulan el eje HHT
(D’Agostino Giuseppe y Diano, 2010; Michalakis et al., 2013; Kelly y Jones,
2015).

Una dieta alta en grasa, induce aumento del tejido adiposo, siendo este el que
secreta la leptina. En el caso de la leptina, se considera un marcador de
obesidad, que no solo estimula el centro de saciedad, sino que también
interviene en la regulacion de la maduracion sexual y la reproduccién, pudiendo
actuar a su vez como un factor central o periférico. Como factor central puede
estimular directamente a las neuronas KISS-1 que a su vez secretaran los
péptidos KISS-1 para estimular a las neuronas GnRH en hipotdlamo anterior y

se produzca la secrecion de LH (Teerds et al., 2011; Michalakis et al., 2013),
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todo esto ocurre de forma fisiolégica, pero cuando hay un aumento de
adipocitos, se incrementa la concentracion de leptina la cual va actuar como un
regulador negativo sobre las neuronas KISS-1, generando asi la inhibicion de la
GnRH , como consecuencia disminuye la liberacion de LH necesaria para que
se lleve a cabo la conversién de 170H-progesterona en T en las células de
Leydig (Teerds et al., 2011; Michalakis et al., 2013). En el presente trabajo no
se evaluaron las concentraciones de T, pero si la de peso epididimario, la
calidad espermatica, como marcadores en la funcién del epididimo, que refleja
gue al menos en el grupo de obesidad las concentraciones de T parecen
disminuir afectando la funcién del epididimo, érgano que es dependiente de

ésta hormona.

A nivel periférico la concentracion elevada de leptina inhibe directamente la
produccion de T en las células de Leydig, y asi disminuye la concentracion de
los androgenos (Du Plessis et al., 2010; Kelly y Jones, 2015). Ademas, la
leptina contribuye a la secrecion de la citocina proinflamatoria como el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), actuando directamente sobre los macréfagos
del tejido adiposo (Varga et al., 2011). Es importante también mencionar que el
tejido adiposo como 6rgano endocrino tiene la capacidad de transformar T en
E> generando un desequilibrio hormonal entre estas dos hormonas al disminuir

T e incrementarse E> (Teerds et al., 2011; Mammi et al., 2012).

La obesidad tiene multiples efectos en el organismo, anteriormente se
menciond el aumento de grasa y los cambios endocrinos que pueden generar
en el individuo; otro efecto que tiene en machos es modificar la
termorregulacion a nivel de testiculo y epididimo (Brooks, 1973). Al realizar la
diseccion de los epididimos, se observd una gran cantidad de grasa en esta
region rodeando incluso los vasos sanguineos que forman parte del plexo
pampiniforme, el cual coadyuva con el enfriamiento tanto de testiculo como
epididimo (Corral y Ballesca, 2012), junto con el musculo cremaster y la
membrana dartos (Wishani, 1991; Setchell, 1994). A nivel de epididimo se
conoce que la region de la cauda requiere mantener una temperatura baja con
relacion al resto del epididimo y testiculos para que durante el almacenamiento
no se dafien los espermatozoides (Bedford, 1978), al disminuir la tasa

metabdlica de éstos. El aumento de la temperatura escrotal en animales
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obesos y generar estrés oxidante (Dandona et al.,, 2005), el cual al puede
alterar la morfofisiologia epididimaria generando dafio celular y por lo tanto
alteraciones de los parametros espermaticos (Merve et al., 2019) al alterarse
tanto los procesos de maduracién como los de almacenamiento (Waites, 1991).

El epididimo es un 6rgano altamente especializado el cual sintetizan diferentes
proteinas, glicoproteinas, glicolipidos y fosfolipidos que se liberan en la luz,
necesarios para la maduracién y supervivencia de los espermatozoides (Hess,
2003; Robaire y Hamzeh, 2011), por lo que la integridad anatémica y funcional
del epididimo es indispensable para los procesos de maduracion y
almacenamiento (Robaire y Hamzeh, 2011).

El epididimo para mantener su estructura y funcionamiento requiere la
presencia de andrégenos (Robaire y Hamzeh, 2011). Si bien, en el presente
trabajo no se determinaron los niveles de testosterona, sin embargo, los
analisis histolégicos, asi como el indice epididimario somatico indican una
disminucién en los niveles de T. Especificamente en el IES (Tabla 3), el grupo
de obesidad presenta un menor indice con relacién a los otros dos grupos,
ademas en este grupo se presenta mayor dafio tanto en las caracteristicas
morfométricas epididimarias (Fig 12, 13, 14, 15) como en las
espermatobioscopias en (Tabla 3), comparacion con el grupo de sobrepeso
pero aun mayor que el control.

Por su estructura y funcion el epididimo se divide como ya se menciond en
cuatro regiones. El sobrepeso y la obesidad inducen cambios principalmente en
las regiones de caput y cauda siendo la mas afectada de estas dos el caput. En
todas las regiones del epididimo se observan cambios en la forma de los
conductos, asi como una disminucion del tamafio del epitelio que los conforma
lo cual se relaciona con una mayor luz del conducto. Al analizar el epitelio se
observan dos cambios importantes con relacion al grupo control, el primero la
disminucién en namero y tamafo de los cilios y la segunda la presencia de
vacuolas (Fig 9E, 9F, 10E, 10F, 11E, 11F); estos cambios al igual que los
anteriores son mas notorios en obesidad.

Diversos autores (Orgebin-Crist y Davies, 1974; Moore y Bedford, 1979) han
reportado que la disminucion de T ocasiona en el epitelio epididimario pérdida

de los cilios, acumulacién de lisosomas, presencia de vacuolas y mayor
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actividad endocitica. El andlisis morfométrico nos confirma los cambios que se
presentan tanto en la forma de los conductos, el incremento de la luz del
conducto como en la altura del epitelio. Estos hallazgos refuerzan por los
cambios en este estudio que tanto en sobrepeso como en obesidad se alteran
los niveles hormonales de testosterona modificando las caracteristicas del
epitelio.

Funcionalmente en las regiones del caput y corpus se llevan a cabo los
procesos de maduracion del espermatozoide (Robaire y Viger, 1995; Aitken,
1997; Turner et al., 2003). Especificamente las células principales son las que
presentan cambios en el tamafio de los cilios y la presencia de vacuolas; estas
células secretan epididimosomas (proteinas transportadoras) que favorecen el
transporte de moléculas necesarias para la maduracion del espermatozoide por
lo que cambios en la morfologia de las células pueden ocasionar alteraciones
en su funcion y por lo tanto verse afectada la maduracion espermatica (Zhou et
al., 2018) y la movilidad ya que estas células secretan la proteina inmobilina
para que se mantenga la quiescencia de los espermatozoides en todo el
epididimo pero principalmente en la region de la cauda (De Grava y Klinefelter,
2014; Breton et al., 2016; Gervasi y Visconti, 2017; Zhou et al., 2018). No solo
las células principales responden a la baja de T con presencia de vacuolas,
este mismo efecto se observa en las células claras. Estas células participan
junto con las otras células en el proceso de acidificacion del fluido luminal (Oko
et al., 1993; Andonian y Hermo, 1999; Robaire y Hamzeh, 2011) asi como en la
endocitosis de diversas proteinas. Al no tener un pH adecuado el fluido luminal,
principalmente en la cauda, los espermatozoides adquiririan movilidad durante
el proceso de almacenamiento.

Si bien el epididimo es un 6rgano andrégeno dependiente, el estradiol es otra
hormona importante en el funcionamiento normal de éste Organo. En
condiciones fisiol6gicas se ha reportado que junto con la T regulan el inicio de
la movilidad esperméatica y la remodelacibn de la membrana del
espermatozoide, principalmente en el caput y corpus (Hess et al., 2011). En
condiciones de sobrepeso y obesidad el equilibrio fisiolégico entre andrégenos
y estrégenos se pierde al aromatizarse los primeros en el tejido adiposo

incrementando los estrogenos y disminuyendo por tanto los andrégenos.
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Tanto las células estrechas como las apicales y claras presentan receptores de
estrogenos (RE). Se ha reportado principalmente en las células claras, un
incremento en los niveles de estrégenos altera la funcion fisiolégica de las
células incrementando su tamafio y la presencia de vacuolas (Hess et al.,
2000).

La funcionalidad del epididimo depende del balance hormonal entre
andrégenos y estrégenos. Bajo condiciones de sobrepeso y obesidad este
balance se altera por la inhibicion de GnRH inducida por leptina y
retroalimentacion negativa para su sintesis en células de Leydig, incremento
del proceso de aromatizacion que se lleva a cabo en el tejido adiposo y la
retroalimentacion negativa que ejerce el E> sobre las neuronas KISS-1 (Isidori
et al., 1999; Hammoud et al., 2012).

Todos los cambios antes sefalados provocan cambios en la calidad
espermatica reduciendo drasticamente la viabilidad espermatica (32%) en
animales con obesidad y de manera significativa en sobrepeso (70%) (Tabla
3). También se incrementa en estos grupos la presencia de malformaciones en
la pieza media angulada, flagelo angulado y enrollado. Estas alteraciones se
pueden presentar por los cambios inducidos en el epididimo ya que se
encuentran alterada la morfologia y funcion modificando las condiciones

fisiolégicas que requieren los espermatozoides para su maduracién y viabilidad.
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13.CONCLUSIONES

1) La dieta hiperlipidica induce tanto sobrepeso como obesidad en ratas
Wistar.

2) La obesidad disminuye el indice epididimario somatico.

3) Se sugiere una modificacibn en el equilibrio hormonal de

andrégenos/estrégenos.

4) Tanto sobrepeso como obesidad alteran las caracteristicas histolégicas

del tabulo epididimario, asi como los parametros morfometricos.

5) Como consecuencia de los cambios anteriores disminuye la viabilidad
espermatica e incrementan el numero de malformaciones presentes en

los espermatozoides.

Por lo tanto, se comprueba la hipotesis de que el sobrepeso y la obesidad,

afectan los parametros espermaticos y la histomorfologia epididimaria.
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14 ANEXOS

14.1 Medio Ringer para el lavado de espermatozoides

Extraccion de espermatozoides: Ringer a un pH de 7.2
» NaCl: 95 mM

» KCI: 5mM

» KH2PO4: 1.1mM

» CaClz — 2H20: 1.7 Mm

Ajustado a pH 7.2, en agua desionizada.

14.2 Solucién para viabilidad y morfologia espermatica (EN)

» Eosina 1% en agua destilada

» Nigrosina 10% en agua destilada

En proporciéon 2:3 (Volumen/Volumen) respectivamente.

» Previamente se calent6 el agua destilada, se disolvié la Eosina Y junto
con el cloruro de sodio y se le agreg6 la Nigrosina. Se hirvio la
suspension, se le permitio enfriarse a temperatura ambiente y se filtro.

» Se colocaron 3 ul de espermatozoides, mas 2 ul eosina/nigrosina en un

portaobjetos, se dejaron secar al aire para un posterior conteo.

14.3 Histologia

14.3.1 Fijacion del tejido

Formalina al 10%

» Fosfato de potasio monobasico, cristal (KH2PO,) ............. M =136.09
» Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO,) ................. M =141.96
» Formaldehido en solucion (HCHO) ...........cccoviiiiiiinni. PM=30.03
» Agua destilada
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14.3.2 Procesamiento Histoldgico

> Deshidratacién en alcoholes graduales 40-100° Gay Lussac Lavados
(grados Gay Lussac).
> Aclaracion de tejidos: Alcohol-Xileno

» Impregnacién en parafina
» Inclusion definitiva en parafina (PARAMEX)

14.3.3 Tincién Hematoxilina-Eosina

» Neoclearl................... 5 min
» Neoclearl.................. 5 min
» Alcohol 100% I............ 2 minutos
» Alcohol 100% II............ 2 minutos
» Alcohol ether............... 2 minutos
» Alcohol 96°................. 2 minutos
» Alcohol 80°................. 2 minutos
» Alcohol 60°................. 2 minutos
» Agua destilada............ Lavar
» Hematoxilina .............. 4 minutos
» Agua corriente............. Lavar
» Alcohol acido .............. Lavado rapido
» Agua destilada Lavar
» Solucion de Scott..................e.l. 8 minutos
» Aguadestilada............................ Lavar
> Eosina ... 3.5 min
» Aguadestilada............................ Lavar
Alcohol 96° |
Alcohol 96°11
Alcohol 100% |
Alcohol 100% I Lavados
Alcohol xileno
Xileno |

Xileno I



14.3.4 Tincién Tricrémica de Masson

Dejar las laminillas con el mordente de Bouin toda la noche en hielo o en
refrigeracion a -20°.

Al dia siguiente se lavan las laminillas hasta decolorar.
Xileno |
Xileno Il
Alcohol Xileno
Alcohol absoluto |
Alcohol absoluto 11
Alcohol 96° |
Alcohol 96° II
Hematoxilina de Groat...............ccc........ 4 min 20 segundos
Lavar con agua corriente
Lavar en alcohol acido
Lavar con agua corriente..................... 15 minutos
Mezcla de fucsina Ponceau..................... 5 minutos
Lavar con agua acética 1%
Acido fosfotingstico con orange G....... 4 minutos
Lavar con agua destilada
Azuldeanilina ................coo 45 segundos
Lavar con agua corriente
Lavar con agua destilada
Agua acética 1%........cccceeeeeeeieeeeeeeeeenee, 5 minutos
Lavar con alcohol absoluto (100%)
Lavar con alcohol xileno

Lavar con Xileno
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