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1 RESUMEN

La obesidad y el sobrepeso son condiciones que actualmente han alcanzado
proporciones epidemioldgicas, siendo una de las principales causas de enfermedades
cronico degenerativas en seres humanos y también se le ha asociado con problemas
de fertilidad en hombres en edad reproductiva que han asistido a clinicas de fertilidad.
Sin embargo los mecanismos por los cuales se desarrollan estos problemas siguen
siendo poco conocidos, a pesar que se han propuesto diversas teorias para poder
explicarlo, aun hacen falta estudios en poblacion abierta o de investigacién basica
gue nos lleven a encontrar la respuesta a este problema. En este trabajo se plantea
que al haber un estado fisiolégico de sobrepeso inducido en conejos Nueva Zelanda,
la funcion de las enzimas antioxidantes se vera alterada, particularmente, en el
espermatozoide y liquido seminal del eyaculado, protegiéndolo del estrés oxidativo
gue podria ser una causa de subfertilidad. Por tal motivo, se evalué la calidad seminal
del eyaculado de conejos Nueva Zelanda, a los cuales se les indujo sobrepeso
mediante la administracion de una dieta hipercaldrica, encontrando que, el porcentaje
de espermatozoides inmdviles resultd significativamente mayor en las muestras del
grupo de sobrepeso con respecto al grupo control; ademas al medir la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX encontramos que la actividad de SOD en
espermatozoides se ve aumentada en aquellos animales que recibieron la dieta

hipercalérica comparado con los controles, que recibieron una dieta normal.

Estos resultados nos muestran que la actividad de la SOD aumenta, probablemente,
porque la produccion de ERO en el espermatozoide es mayor debido al sobrepeso,
tratando de proteger al espermatozoide del dafio oxidativo, sin embargo, la actividad
de las enzimas CAT y GPX no se ve alterada. Los coeficientes de correlacion
muestran que la actividad de CAT y GPX en espermatozoides de conejo con
sobrepeso tienen una relacién directa, lo que indica que estas dos enzimas
metabolizan conjuntamente al H,O,; mientras que en conejos con hormopeso solo la
CAT metaboliza al H,0..
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2 ABSTRACT

Obesity and overweight are conditions that have now reached epidemiological
proportions, one of the leading causes of chronic degenerative diseases in humans
and have also been associated with fertility problems in men of reproductive age who
visited fertility clinics. However, the mechanisms by which these problems develop
remain poorly understood, although several theories have been proposed to explain
even open studies are needed in basic research or lead us to find the answer to this
problem population. This paper argues that to be a physiological state induced
overweight in New Zealand rabbits, the role of antioxidant enzymes will be altered,
particularly in the sperm and seminal fluid ejaculated, protecting it from oxidative
stress could be a cause of subfertility. Therefore, the semen quality of the ejaculate of
New Zealand rabbits to which were induced overweight by administering a high-fat
diet, finding that the seminal parameters was no significantly differences in samples
from the group of overweight was assessed the control group ; also to measure the
activity of SOD, CAT and GPX antioxidant enzymes found that SOD activity in sperm
whit overwheigt is increased in those animals receiving the high-fat diet compared to

controls that received a normal diet.

These results show that the activity of SOD increased, probably because the
production of ROS in the sperm is higher due to overweight, trying to protect the
sperm from oxidative damage, however, the activity of CAT and GPX enzymes not
altered. The correlation coefficients show that CAT and GPX activity in rabbit sperm
with overweight have a direct relationship, indicating that these two enzymes
metabolize H,O, together, while in rabbits with normal weight only CAT metabolized to
H.0..
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3 INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud que pueden contribuir a la
aparicion de distintas enfermedades cronico-degenerativas tales como diabetes o
hipertension, y mas recientemente se le ha asociado con problemas de fertilidad tanto
en hombres como en mujeres en edad reproductiva. En los hombres, se ha
observado perdida de la movilidad espermética, y dado que se ha reportado que la
disminucién de la movilidad puede ser provocada por estrés oxidativo debido al
aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO), algunas de estas consideradas
radicales libres, el presente trabajo esta enfocado en el estudio de las enzimas anti-
ERO en espermatozoides y liqguido seminal de conejos Nueva Zelanda con

sobrepeso.
3.1 Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Un radical libre es un &omo o molécula que tiene uno o mas electrones
desapareados, estos suelen ser muy inestables y buscan la manera de completar su
par electronico para anular su campo magnético, dichas reacciones son muy rapidas
y el tiempo de vida de las moléculas suele ser muy corto. (Miranda L.D 2008). Las
especies reactivas de oxigeno (ERO) son formas reducidas del oxigeno (O,), y
algunas consideradas radicales libres, sin embargo, no todos los productos lo son y
se generan como resultado del metabolismo celular (Miranda L.D 2008), no obstante,
a concentraciones fisioldgicas estan relacionadas con procesos de sefalizacion
celular, sin embargo, cuando hay un desequilibrio entre la producciéon de ERO y la
capacidad del sistema antioxidante para metabolizarlas y prevenir o reparar el dafio
provocado por las mismas, se da el efecto conocido como estrés oxidativo. Todos los
componentes celulares como lipidos, proteinas, &cidos nucleicos y azucares son
blancos potenciales de las ERO, el dafio provocado por las ERO depende no solo de
la cantidad y naturaleza de las mismas, sino también de factores como la
temperatura, tension del oxigeno y la composicion del ambiente que lo rodea
(Hammoud et al., 2008).
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Algunos ejemplos de ERO son el anion superéxido (O3), el perdxido de hidrégeno

(H20,) y el radical hidroxilo (°OH) (Figura 1).
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Figura 1. Formacion de las principales ERO a partir del oxigeno molecular. Tomada de Dominguez, 2007;
(Donde FSlI es el fotosistema II; COX es el citocromo c¢; NOS es el 6xido nitrico sintasa; O; es el Ozono yhv es
la energia de radiacion).

El anién superdxido es la primera ERO que se produce durante el metabolismo
celular, se forma mayormente en la cadena respiratoria debido a que una parte de los
electrones que pasan por ésta son captados por el O,, principalmente en la
ubiquinona y la NADPH deshidrogenasa. Se ha reportado que aproximadamente el
0.1% del oxigeno que se consume en la respiracion forma O,". El superéxido es poco
reactivo, su toxicidad radica en que es capaz de originar oxigeno singulete (*O.) y

°OH; sin embargo, también puede dafiar proteinas con centros Fe-S (Hansberg

2008).

El H,O, o0 agua oxigenada se forma cuando cada uno de los electrones libres del O
se aparea con un electron de giro contrario. Se produce principalmente por la
reaccion de Fenton, en la cual un electron de un metal es captado por el H,0,. La

reaccion de la SOD produce la mayor parte del H,O, en las células .Se puede difundir
14



a través de los compartimientos celulares, es menos reactivo que el O, y no
interacciona con compuestos como el NADPH, &cidos nucleicos, los aminoacidos de
las proteinas ni con lipidos (Hansberg 2008). Es tdéxico a concentraciones
intracelulares mayores a 1pM debido a que puede formar 'O, y °OH. El H,O, se
emplea en funciones importantes como la maduracion y capacitacion de los

espermatozoides (Hansberg 2008).

Cuando el H,0, acepta un electrén desapareado de un metal de transiciéon como el
Fe(ll) o el Cu(l) se fragmenta y forma °OH y OH’, el segundo se protona formando

agua mientras que el primero interacciona con cualquier compuesto vecino.

El °OH es uno de los compuestos mas reactivos que existen, no se puede difundir
debido que reacciona con cualquier compuesto celular. Es capaz de oxidar tanto a las
purinas como a las pirimidinas, y la desoxirribosa, provocando dafios a los acidos
nucleicos; la mayor parte del dafio a las proteinas es provocado por el radical
hidroxilo ya que puede reaccionar con cualquier aminoacido donde se produzca, que
generalmente son los sitios activos donde se encuentra el metal de transicion. Las
ERO atacan a los acidos grasos en la membrana provocando una cascada de

reacciones quimicas llamada lipoperoxidacion (Mekker, 2008; Hansberg, 2008).

La lipoperoxidaciéon ocurre como una reaccion en cadena, procede a través de tres

pasos principales: iniciacién, propagacién y terminacion (Zenteno y Saldafia 2008).

Durante la iniciacién los radicales libres reaccionan con las cadenas de acidos grasos
y liberan radicales libres lipidicos, estos pueden reaccionar con oxigeno molecular

para formar radicales lipoperéxidos (Zenteno y Saldafia 2008).

Los radicales peroxilo pueden reaccionar con acidos grasos para producir radicales

libres lipidicos y entonces se propaga la reaccion (Zenteno y Saldafia 2008).

La reaccién termina cuando dos moléculas de peréxidos colisionan entre si o cuando

reaccionan con algun antioxidante disponible (Zenteno y Saldafia 2008).
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El espermatozoide es una célula que es muy susceptible al dafio por estrés oxidativo,
debido a que posee una membrana plasmatica formada por &cidos grasos
poliinsaturados, los cuales pueden ser blanco de las ERO durante su formacion en el

testiculo y/o durante su transito por el epididimo (Aitken 1996).
3.2 Morfofisiologia del espermatozoide y la formacion de ERO

El espermatozoide es el producto final de la espermatogénesis, sus componentes
principales son la cabeza y el flagelo. En la cabeza se encuentra el nucleo, el cual
contiene a la cromatina altamente condensada y esta limitada anteriormente por el

acrosoma, que favorecera la union con el ovocito (Eddy, 2006; Figura 2).

El flagelo se encuentra dividido en tres partes principales: la pieza media, la pieza
principal y la pieza terminal. En la pieza media se encuentra el axonema y rodeando a
este se esta la capa de mitocondrias, maquinaria encargada principalmente de la

generacion de energia (Eddy, 2006; Figura 2).
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Figura 2 Estructura general del espermatozoide de mamiferos. (Traducido al espafiol de Eddy, 2006).

Para la obtencion de energia en el metabolismo aerdbico de los espermatozoides
producen en la mitocondria ERO algunas de estas radicales libres, las cuales pueden
ser potencialmente dafiinas para la misma célula (Tavilani 2008). Sin embargo, se ha
podido comprobar, que bajo condiciones fisiolégicas son de gran importancia para la
adquisicion de la capacidad fertilizante (Mekker 2009).

Los metabolitos del oxigeno producidos en el espermatozoide incluyen al O, y el
H,O, y ambas moléculas estan involucradas en el control de la fisiologia espermatica
a nivel de la hiperactivacion, la reaccién acrosomal y la fusiébn espermatozoide-
ovocito (Aitken et al.,1995).

En experimentos en los que se ha expuesto a espermatozoides de humano y hamster
a concentraciones exégenas de H,O, se ha observado que estimula la reaccion
acrosomal asi como la fusion espermatozoide-ovocito (Bize et al.,, 1991). La
exposicién de espermatozoides humanos a O, tiene una accién estimulatoria directa

sobre el indice de hiperactivacion (Aitken 1997).
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Sin embargo, se ha asociado al O, y al H,O, con la etiologia de la deficiencia de la
funcién espermatica (Aitken et al., 1995), las ERO atacan a los acidos grasos en la
membrana provocando lipoperoxidacion (Mekker et al., 2008), esto puede provocar
pérdida de la fluidez e integridad de la membrana y la inhibicion de la generacion de
ATP (Aitken 1997).

Por tal motivo el aumento en los niveles de ERO también esta relacionado con una
disminucion en la movilidad espermaética (Alvarez y Storey 1982, Hammoud et al.,
2008). El mecanismo exacto no se conoce, sin embargo se han propuesto diferentes
hipétesis, una de ellas propone que el H,O, puede difundirse a través de la
membrana e inhibir la actividad de algunas enzimas vitales como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa. Otra hipétesis involucra una serie de eventos resultando en una
disminucion de la fosforilacion de las proteinas del axonema y la inmovilizacion
espermatica, ambos eventos estan relacionados con una reduccién en la fluidez de la
membrana que es necesaria para la fusiébn espermatozoide-ovocito (Hammoud et al.,
2008).

En el semen encontramos distintos tipos celulares, tales como espermatozoides
maduros e inmaduros, leucocitos y células epiteliales, de estos tipos celulares, los
leucocitos y los espermatozoides son considerados la mayor fuente de ERO. Se han
propuesto dos vias para la produccion de ERO en el espermatozoide, la primera es a
través del sistema NADPH oxidasa, a nivel del plasma seminal y la oxidoreductasa
dependiente de NADPH en la mitocondria. La produccion externa de ERO
particularmente de O, y H,O, puede ser resultado por la contaminacion por leucocitos
dentro del semen, esta generacion de ERO esta asociada a pacientes infértiles o
subfértiles (Aitken et al., 1995).De ahi, la importancia de los mecanismos que regulan
su produccion como las enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX).
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3.3 Enzimas antioxidantes
3.3.1 Superoéxido dismutasa (SOD)

Las SOD son una familia de enzimas que catalizan la dismutacién de O, (Figura 3),
en los mamiferos se reconocen tres enzimas de esta familia, dos intracelulares y una
extracelular. La SOD1 se encuentra en el citoplasma, ndcleo, peroxisomas y la
membrana externa mitocondrial, su centro catalitico esta formado por un cobre y un
zinc (SOD Cu-Zn). Su expresion es inducida por estimulos mecéanicos, quimicos y
biolégicos como el choque térmico, radiaciones ultravioleta, metales pesados y estrés
oxidativo. La SOD2 se encuentra dentro de la mitocondria, ya que es un organelo que
estd sometido mayormente a estrés oxidativo, y tiene un centro catalitico de Mn. La
SOD3 esta presente en la matriz extracelular principalmente unida a heparina y a las
fibras de colagena tipo 1 de la mayoria de los tejidos, ademéas se ha encontrado en
plasma, fluido linfatico y liquido cefalorraquideo, pero su concentracion es 20 veces

mayor en la matriz extracelular que en el plasma (Gomez-Quiroz y Cuevas 2008).

La reaccidén enzimatica de la SOD se lleva a cabo en dos pasos, primero el O llega
al centro de reaccion y se une a una arginina, el O, dona su electron, el cual es
transferido al Cu, que se transforma en Cu”’, esto provoca que el enlace entre la
histidina y el Cu se rompa, y protona al Nitrégeno de la histidina, el O, formado se
disocia de la arginina y se libera. La segunda parte de la reaccion comienza de
manera similar a la primera, el O llega al centro catalitico de la enzima y se une a
una Arginina; cerca del centro catalitico, se protona una molécula de agua (HsO"). El
electrén que recibié el Cu es transferido al O, lo cual oxida al metal a su forma Cu?*.
Los dos electrones que posee el superoxido, forman inmediatamente dos enlaces
covalentes con dos protones donados uno por la molécula de agua y otro del
nitrdgeno de la histidina, con lo cual se libera H,0O, y la enzima se regenera (Gémez-
Quiroz y Cuevas 2008).
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2 Anidén + 2Hidrégeno \\ Peroxido de + Oxigeno molecular

superéxido hidrogeno

SOD

Figura 3: Reaccion de la SOD para la dismutacion de O, en perdxido de hidrogeno y oxigeno molecular.
Modificado de KEGG (www.genome.jp/KEGG/).

3.3.2 Catalasa (CAT)

La catalasa realiza el metabolismo de H;O,, se localiza en las mitocondrias y los

peroxisomas. CAT contiene moléculas de NADPH y se caracteriza por su alta

capacidad de reaccion pero poca afinidad al sustrato. Tiene dos funciones, una

catalitica y una peroxidativa. En la reaccién catalitica utiliza como donadores a otras

moléculas de H,O, (Miranda 2008) (Figura 4). En la reaccion peroxidativa la enzima

utiliza como donadores de Hidrogeno al metanol, etanol, acido férmico, fenol, y

formaldehido (Figura 5). Una molécula de catalasa es capaz de catalizar la

transformacion de alrededor de 1x10” moléculas de sustrato por segundo, la primera

reaccion tanto del mecanismo catalitico como peroxidativo es la heterdlisis o

rompimiento de los enlaces oxigeno-oxigeno, en la reaccion catalitica se transfieren

dos electrones de la enzima a un oxigeno y forma agua (Peraza-Reyes 2008).

HO-OH . 0=0
c Peréxido de < . 7 oxigeno
Hidrégeno ‘\\
\Hi/’r
H H
SN
O
2 Agua

Figura 4 Reaccion catalitica de la catalasa, en esta reaccién se utilizan dos moléculas de H,0, para su
conversion en O, y Agua metabdlica. (Modificado de KEGG www.genome.jp/KEGG/).
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Figura 5. Reaccion peroxidativa de la catalasa, en esta reaccion utiliza como donadores de hidrégeno al
metanol o al formaldehido para la produccién de dos moléculas de agua metabdlica. (Modificado de KEGG

www.genome.jp/KEGG/).

3.3.3 Glutation peroxidasa (GPX)

Esta es una enzima dependiente de Selenio (Se), cataliza la reducciéon de H,O; y
también la reduccién de lipoperoxido (L-OOH), utilizando al glutation (GSH) como
agente reductor (Figura 6). Glutation peroxidasa es el nombre genérico de un grupo
de isoenzimas que poseen una triada catalitica compuesta de selenocisteina,
glutamina y triptdfano; se conocen cuatro enzimas mayoritarias en los tejidos de los
mamiferos todas dependientes de Selenio: GPX citosolica (GPX1), GPX
gastrointestinal (GPX2), GPX plasmatica (GPX3) y GPX de fosfolipidos (GPX4). El
centro activo se encuentra en el &tomo de Se unido covalentemente a un residuo de
cisteina; entre las diferentes formas de GPX se conserva casi intacta esta estructura

del centro catalitico ((Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

La capacidad reductora de las enzimas GPX se basa en altas concentraciones de
glutation reducido (GSH); un tripéptido celular con un grupo sulfhidrilo, con capacidad
antioxidante. Durante el mecanismo catalitico de GPX un selenol reacciona con un
peréxido para dar acido selénico, aqui es donde se une el primer GSH formando
agua y una proteina Se-SG, se enlaza un segundo GSH produciendo una proteina
Se-GH mas un H* y un GSSG.
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El GSSG formado durante la reaccion es reducido por la enzima glutation reductasa

utilizando NADPH como cofactor (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

MH2 H 0
HO N OH
TN Y
SH H H
0 0 (9] 0 o __F o]
N N i
2 HO™ ™y H/\H/ OH o 05 o
NH, ) GPX ) \' H
" N\)'L
. HO™ ™ N OH
Glutation H
NH3 0
Glutation oxidado
HO-0H - H\O/H
Peroxido de
hidrégeno Agua

Figura 6. Reaccion de la glutation peroxidasa, en esta reaccion se utiliza el glutation como donador de electrones
para convertir el peréxido de hidrégeno en dos moléculas de agua (Modificado de KEGG; www.genome.jp/KEGG/.

3.3.4 Enzimas antioxidantes en el tracto reproductor masculino

Las tres enzimas antioxidantes (GPX, CAT y SOD) estan presentes en el tracto
reproductor masculino. De las cuales la principal es la GPX ya que varios de los
miembros de esta familia se encuentran asociados o cercanos al espermatozoide en
el epididimo (Ursini et al., 1999).

La GPX1 se ha encontrado en testiculos, prostata, vesiculas seminales, vaso
deferente y epididimo. La GPX3 se ha encontrado mayormente en el epididimo y en
vaso deferente. En el espermatozoide se encuentra la GPX4 como un componente
estructural esencial de la pieza media, también se localiza en el nucleo donde se
piensa que tiene un papel importante en la maduracion espermatica (Ursini et al.,
1999; Vernet 2004; Chavory et al., 2010). La GPX5 fue la primera enzima encontrada
en el tracto reproductor masculino, esta proteina es secretada al lumen del epididimo
donde se ha asociado a los espermatozoides en transito (Jiménez 1992).Esta

proteina estd presente en el ambiente espermatico tanto durante el transito
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epididimario como en el eyaculado, y tiene alta afinidad al sustrato, sin embargo su
importancia es solo cuando se alcanzan concentraciones de H,O, mayores a 10° M
(Jiménez 1992, Chavory et al., 2010).

El epididimo también posee SOD1 asi como una enzima secretada particularmente
por el epididimo (eSOD3), estas enzimas catalizan la dismutacion del O,. Una
posible funcién de la eSODS3, asociada a la membrana del espermatozoide de la
cauda del epididimo, es la producciéon de H,O, en la eyaculacion para estimular los
eventos de fosforilacion de tirosina asociados a la induccién de la movilidad y la

iniciacidon de la capacitacion (Aitken 1997).

3.3.5 Participacion de la Actividad de las enzimas antioxidantes con la

estructuray fisiologia del espermatozoide

Tavilani y cols., en 2008 estudiaron la relacion entre la actividad enzimatica de SOD,
CAT y GPX con la astenozoospermia (baja movilidad espermatica), de ahi proponen
que la lipoperoxidacion podria estar provocando la pérdida en la movilidad de los
espermatozoides. Estos autores demostraron que los hombres con astenozoospermia
no tienen actividad enzimética deficiente, comparados con los normozoospérmicos;
sin embargo, encontraron un alto contenido de malondialdehido (MDA), que es un
producto de la lipoperoxidacion, en los espermatozoides de individuos
astenozoospérmicos. En las muestras de individuos normozoospérmicos se encontr
una relacion inversa entre la actividad enzimética de CAT, GPX y SOD con la
produccion de MDA, lo que muestra que existe una correlacién y coordinacion en la
actividad de estas tres enzimas para proteger a la célula. Los autores concluyen que
bajo condiciones normales las enzimas protegen los espermatozoides de la
lipoperoxidacién mientras que cuando hay una patologia las enzimas no pueden
proteger al espermatozoide adecuadamente y esto causa lipoperoxidacion de la

membrana plasmatica del espermatozoide.

En clinicas de fertilidad se ha reportado que en patologias como astenozoospermia
(baja movilidad espermatica), oligozoospermia (baja concentracion espermatica) y
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teratozoospermia (deformaciones de los espermatozoides), la actividad de las
enzimas SOD y CAT se incrementa sobretodo en oligozoospérmicos, comparado con
los sujetos normales. En individuos con astenozoospermia la actividad de SOD se vio
aumentada comparada con los normales mientras que no se registré actividad de

CAT excepto en teratozoospérmicos (Sanocka et al., 1997).

Al evaluar la asociacion entre la calidad seminal y la integridad del ADN con el estrés
oxidativo y la actividad de las enzimas antioxidantes, se ha encontrado que la
concentracion espermatica, la movilidad progresiva y el porcentaje de morfologia
normal se correlacionan positivamente con la actividad de las enzimas CAT y SOD,
mientras que existe una correlacion negativa de estos parametros seminales con la

peroxidacion lipidica (Shiva et al., 2011).

Otros trabajos muestran que existe una correlacion negativa entre la actividad de las
enzimas antioxidantes y la concentracion de MDA, y que esto repercute
principalmente en la movilidad espermética (Atig et al.,, 2013 Shiva et al., 2011),
ademas se ha visto en pacientes con oligoteratozoospermia que la actividad de estas

enzimas esta disminuida significativamente (Atig 2013).

Alvarez y Storey en 1982, demostraron que el espermatozoide de conejo produce
H,O,; también se ha encontrado O, en el espermatozoide de conejo, y una gran
actividad de SOD, tanto mitocondrial como citosélica por lo que sugieren que la
lipoperoxidacién se produce de manera natural en el espermatozoide y que esta
reaccion puede provocar la muerte de la célula. De las tres enzimas antioxidantes la
SOD es la que participa de manera mas activa en el espermatozoide. La produccién
de anion superdxido bajo condiciones de incubacién aerdbica es probablemente el

agente mas dafiino en el espermatozoide de conejo.

Los estudios realizados por Alvarez y Storey (1982) muestran una correlacién con el
aumento de la lipoperoxidacién y la pérdida de la movilidad, asi como la actividad de
las enzimas antioxidantes, sobretodo de la SOD para la proteccion contra el efecto
del O, (Alvarez y Storey 1983). En otro estudio realizado por estos autores,
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demostraron que la lipoperoxidacion dafia a la membrana plasmatica sobre todo a la
regién post acrosomal, dafiando la membrana plasmatica del espermatozoide, pero
también dafa a las enzimas lactato deshidrogenasa, piruvato cinasa, gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa y ATPasa, lo cual genera la pérdida en la movilidad del

espermatozoide y la muerte celular (Alvarez y Storey 1984).
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4 ANTECEDENTES
4.1 Etiologia de la obesidad

El sobrepeso y la obesidad estan definidos como una acumulacién excesiva o
anormal de tejido adiposo, que puede ser perjudicial para la salud. En la actualidad se
han alcanzado dimensiones epidemiolégicas, de acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) existen alrededor de 1,600 millones de individuos con sobrepeso,
y alrededor de 400 millones son obesos. Existen mdltiples factores para que se
desarrolle esta condicion, sin embargo es sabido que el actual estilo de vida de las
sociedades humanas ha exacerbado el problema, esto debido a una disminucién en
la actividad fisica y el aumento en el consumo de alimentos hipercaléricos
(Cachofeiro 2006).

De acuerdo a la OMS, para identificar el sobrepeso y la obesidad en humanos se
utiliza el indice de Masa Corporal (IMC), el cual es un indicador simple de la relacion
entre el peso en kilogramos (Kg) y el cuadrado de la talla en metros (Kg/m?), en base
a esto, un individuo clasificado con sobrepeso tendré un IMC mayor a 25 Kg/m? y un

obeso tendra un IMC mayor a 30 Kg/m? (www.who.int).
4.2 Modelos animales de obesidad

Para el estudio de la obesidad se han desarrollado modelos animales, sobretodo en
roedores, para poder determinar los efectos directos del aumento de tejido adiposo
en el organismo. Entre los modelos desarrollados, los que aportan mayor informacién
al entendimiento de la obesidad y sobrepeso en el humano, son los que se hacen a
través de la administracion de dietas hipercaléricas a grupos de animales, ya que se
considera que el principal factor para que se desarrolle la obesidad es el aumento en
la ingesta de alimentos hipercaldricos. Usualmente se usan dietas altas en lipidos

dentro de un rango de 30 al 78% de la energia total ingerida (Kanasaki 2011).

Tanto en humanos, como en los modelos animales la obesidad puede ser evaluada
de acuerdo a dos criterios, la ganancia de peso de los individuos y/o el aumento en el
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contenido de grasa corporal. En muchos estudios el grado de obesidad es evaluado
comparando el peso corporal del grupo experimental, alimentado con una dieta alta

en lipidos, con el grupo control el cual muestra un crecimiento normal.

Los investigadores han propuesto que un aumento entre el 10 al 25% (Woods et al.,
2003) de crecimiento de peso en los animales experimentales puede ser considerado
como obesidad moderada o sobrepeso, mientras que mayor a 40% se considera
obesidad severa; esto se ha acordado principalmente para ratas.

En estudios hechos en rata se ha demostrado que el aumento en el tejido adiposo
esta asociado a la ingesta de una dieta alta en lipidos, y que han aumentado un 25%

el indice de masa corporal en estos individuos (Kanasaki 2011).

Zhao et al (2007), estudiaron el efecto de una dieta alta en lipidos y sacarosa en
conejos como un posible modelo de sindrome metabdlico y resistencia a la insulina.
En este estudio encontraron que el aumento en el tejido adiposo total y en la region
visceral es significativamente mayor en los conejos con la dieta alta en lipidos y
sacarosa comparado con los controles, que recibieron una dieta normal. A las 36
semanas después de iniciado el experimento, la grasa visceral aument6 sobre todo
en el mesenterio y el retroperitoneo, pero la grasa subcutanea no tuvo diferencias
significativas entre grupos. También encontraron que los adipocitos en los conejos
con dieta hipercalérica son mas grandes que los de los del grupo control. Sin
embargo no encontraron las caracteristicas comunes del sindrome metabdlico como

hiperglicemia, hipertrigliceridemia o hipertension (Zhao et al., 2007).

En otro estudio, Kawai et al., (2006), evaluaron un grupo de conejos Watanabe con
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, en los cuales encontraron que, a pesar que
no hay diferencias en el IMC de los conejos experimentales comparados con un
grupo control, la relacion circunferencia de la cintura/talla era significativamente
mayor en el grupo experimental con respecto al control. Lo cual nos indica que esta
condicion provoca un aumento en la grasa abdominal en estos conejos (Kawai et al.,
2006).
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4.3 Efecto del sobrepeso y/o la obesidad en la reproduccion masculina

La obesidad est& asociada con muerte prematura, ya que es un factor de riesgo para
enfermedades cronicas tales como la diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovaculares. También se asocia a problemas respiratorios, problemas
musculoesqueléticos cronicos, lumbago, problemas de la piel e infertilidad (Kanasaki
2011).

En un estudio realizado en los Paises Bajos demostraron que el indice de Masa
Corporal y el didmetro de la cintura afectan la calidad seminal; en este estudio se
establecié que en los individuos con un IMC mayor a 25 kg/m? (Sobrepeso) el
volumen del eyaculado era significativamente menor que en los individuos sin
sobrepeso asi como la movilidad progresiva y que en individuos con obesidad (IMC>

30 kg/m?) estos parametros eran aun menores (Hammiche et al., 2012).

Otros estudios han asociado a la obesidad y al sobrepeso con modificaciones en los
niveles hormonales, afectando al eje Hipotdlamo-Hipofisis-Testiculo, ya que afecta la
pulsatilidad de GnRH, lo cual altera la liberacién de FSH y LH, afectando asi, a las
células de Sertoli y Leydig provocando que esto afecte la produccion y maduracién de

los espermatozoides (Hammoud et al., 2008).

Sermodande y cols.(2012), realizaron un meta analisis el cual demuestra que hay una
incidencia mayor de oligozoospermia y azoospermia en pacientes que asisten a
clinicas de fertilidad, los cuales tienen un IMC mayor a 25 Kg/m? (Sermodande et al.,
2012); en esta revisibn se proponen diversas hipotesis, una de ellas es que el
aumento del tejido adiposo provoca un hipogonadismo hipogonadotrofico
hiperestrogénico (Schneider et al., 1979; Jensen et al., 2004; Pauli et al., 2008), el
cual provoca que haya un aumento en la produccion de estrogeno; también se ha
propuesto una inhibicion del eje Hipotalamo-hipdfisis-testiculo inhibiendo la secrecion
de GnRH, lo cual afecta la liberacion de LH y FSH, provocando una disfuncion de las

células de Sertoli y de la espermatogénesis. La ultima hipotesis sefiala que el
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aumento en la temperatura escrotal puede afectar la espermatogénesis (Jung et al.,
2005; Sermodande et al., 2012).

Sin embargo, existen autores que sugieren que no existe una relacién entre la
pérdida de la funcion espermatica y la obesidad, ya que mencionan que las
discrepancias observadas pueden basarse en las limitaciones de trabajar con
muestras de humano, pues esto puede deberse a factores relacionados con el estilo
de vida (cigarro, alcohol, uso de drogas, etc.). Por lo que los resultados contindan
siendo controversiales, asi como las posibles causas de dicho efecto (Jensen et al.,
2004; Aggerholm et al., 2008; Pauli et al., 2008)

En experimentos hechos con ratas, a las cuales se les proporcion6 una dieta alta en
lipidos durante 45 dias, se observd una disminucion en la movilidad espermética sin
afectar a otros parametros seminales (Fernandez et al., 2011). También se ha visto
que ademas de disminuir la movilidad, viabilidad y concentracion espermatica, la
produccion de MDA en el espermatozoide de rata aumenta significativamente al
recibir una dieta alta en lipidos por 45 dias, comparado con los controles, lo que
indica que hay un aumento en la lipoperoxidacion (Vigueras-Villasefior et al., 2010).
En conejos a los que se les proporciond una dieta alta en colesterol (0.05% de
colesterol), hubo una disminucién significativa del volumen seminal y la movilidad
espermatica, y se encontraron anormalidades en la cabeza del espermatozoide asi
como la presencia de gota citoplasmica en los conejos hipercolesterolémicos (CHC).
Al hacer la prueba de hinchazén hipo-osmética los espermatozoides de los CHC

mostraron una respuesta baja de la membrana plasmaética.
4.4 Obesidad y ERO

Estudios recientes han revelado que la obesidad esta asociada a estrés oxidativo
celular resultando en un desbalance entre las ERO y los antioxidantes (Ferranti y
Mozaffarian 2008). Se ha visto que el aumento en el estrés oxidativo en el tejido
adiposo de sujetos obesos estd muy relacionado a un aumento de sefales
inflamatorias (Alfanda 2012, Ferranti y Mozaffarian 2008) desregulacion de la
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adipocina y resistencia a la insulina (Alfanda 2012, Ferranti y Mozaffarian 2008) El
tejido adiposo tiene una funcién endocrina, regulando la homeostasis de la energia
corporal secretando varias citocinas, también llamadas adipocitocinas. El factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) fue la primer adipocitocina que se sugirié tiene un efecto
molecular entre la obesidad y la inflamacidén ya que sus niveles estan elevados en el
tejido adiposo de sujetos obesos y esto aumenta la sensibilidad a la insulina (Alfada y
Sallam 2012).

La obesidad estéd asociada a un estado crénico de inflamacion en el tejido adiposo y
otros Organos aumentando el numero y la actividad de monocitos/macréfagos
infiltrados en los tejidos (Das 2001; Tunc et al.,, 2011). Varios mediadores activos
como las citocinas, adipocinas y moléculas quimiotacticas aumentan el estado
crénico de inflamacion y provocan una excesiva produccion de ERO (Alfada y Sallam
2012). Las ERO no fagociticas se producen por una enzima homologa a la NADPH
oxidasa, que pertenece a la familia de las proteinas NOX. Se ha reportado la
produccion de ERO durante la adipogénesis a partir de células germinales
mesenquimaticas (CSM). Kanda y colaboradores (2011), establecen que las ERO
tienen un papel importante en la diferenciacion del adipocito a partir de CSM.
También demostraron que las ERO inducen la diferenciacién via CREB en las CSM
ya que H,O; es un activador de CREB, el cual ha sido identificado como un factor de

transcripcion de la diferenciacion del adipocito.

Tunc y colaboradores (2011) establecieron que la principal fuente de ERO en el
semen estad dada por la actividad de los macréfagos, en su trabajo evaluaron un
grupo de hombres en edad reproductiva que asistieron a una clinica de fertilidad los
cuales fueron separados en grupos de acuerdo a su IMC. En este trabajo encontraron
una relacion positiva entre la neopterina y el IMC, sugiriendo que hay un estado de
activacion aumentado de macréfagos en los pacientes obesos, del mismo modo
encontraron diferencias significativas entre la neopterina en plasma seminal y la
produccion de ERO (Tunc et al., 2011).
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La relacion entre la produccién de ERO en pacientes obesos y su relacion con la
infertilidad que se ha asociado al sobrepeso y la obesidad ha sido poco estudiado.
Bakos et al., (2010) estudiaron la produccion de ERO intracelular y mitocondrial en el
espermatozoide de un grupo de ratones alimentados con una dieta alta en lipidos y
observaron que hay un aumento significativo de ERO (mitocondrial y citosolica) en los
animales que recibieron la dieta comparado con los controles, y que en los animales
experimentales el dafio al ADN fue significativamente mayor que en los controles
(Bakos et al., 2010). Sin embargo, no midieron ningln parametro seminal en estos
animales, ni la actividad de las enzimas antioxidantes, por lo que no se ha

desarrollado un modelo animal para el estudio de este tema.

Tunc y colaboradores, (2011) estudiaron la relacion del estrés oxidativo seminal con
el indice de masa corporal, en 81 hombres que asistieron a una clinica de fertilidad,
los cuales fueron separados en grupos de normopeso, sobrepeso y obesidad,
dependiendo de su IMC. No encontraron diferencias significativas en el dafio al ADN
o la movilidad, los cuales son los principales blancos del ataque de las ERO. Sin
embargo si encontraron una relacion negativa entre la concentracion espermatica y el

IMC. Pero no en la movilidad espermatica y la morfologia espermatica.
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5 JUSTIFICACION

El sobrepeso esta asociado a una pérdida de la funcion espermética sobretodo
disminuyendo la movilidad, la concentracién y aumentando las anormalidades en los
espermatozoides, esto se ha observado principalmente en clinicas de fertilidad a las
que han acudido hombres en edad reproductiva, sin embargo no se conocen los
mecanismos por los cuales el sobrepeso y la obesidad estén afectando la funcién
espermética. Los espermatozoides de mamifero son propensos a sufrir dafio por
estrés oxidativo y debido a esto cuentan con un sistema de proteccién enziméatica
para prevenir el dafio, sin embargo dicha propensién puede verse aumentada en

individuos con sobrepeso u obesidad.

Por otro lado, se ha reportado que el mecanismo primario de defensa para controlar
el dafio provocado por las ERO esta formado por las enzimas antioxidantes SOD,
CAT y GPX, mismas que se encargan de metabolizar a las ERO, particularmente al
°O, y al H,O,. Se ha reportado una correlacién negativa entre la actividad de estas
enzimas y la movilidad espermatica, el presente trabajo se justifica, si tomamos en
cuenta que la actividad de las enzimas antioxidantes en el liquido seminal y/o en
espermatozoides podria verse afectada, a causa de los procesos que regulan los
mecanismos que se generan con el sobrepeso y que controlan el dafio. Por otro lado,
la mayoria de los trabajos sobre este tema se centran en humanos que han asistido a
clinicas de fertilidad; debido a esto consideramos que es necesario el desarrollo de
un modelo animal en el que se pueda reproducir los efectos asociados con el
sobrepeso en el semen, por lo que usamos conejos Nueva Zelanda para determinar
la participacion de las enzimas antioxidantes en el espermatozoide de conejo con y
sin sobrepeso. Ademas podemos estudiar el efecto de las enzimas antioxidantes en
el semen eyaculado, ya que los trabajos existentes en conejo, se han hecho con

espermatozoides epididimarios.
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6 HIPOTESIS

Si el sobrepeso es un factor asociado directamente con disminucion en la fertilidad
masculina y esta disminucion tiene un origen en el desequilibrio redox del organismo,
entonces parte de las alteraciones en el desarrollo y funcionalidad de los
espermatozoides del conejo con sobrepeso se deberdan a modificaciones en la
actividad de su propio sistema antioxidante de defensa y el del ambiente en que se

encuentran.
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7 OBJETIVOS
7.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del sobrepeso sobre la actividad enzimatica de las enzimas
superoxido dismitasa, catalasa y glutation peroxidasa , en el espermatozoide y liquido

seminal del conejo Nueva Zelanda.
7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar un analisis comparativo de los valores obtenidos para las diferentes
variables espermatobioscopicas de conejos normopeso y con sobrepeso, para

determinar que parametros son afectados por el sobrepeso.

Determinar qué efecto tiene el sobrepeso sobre la actividad de las enzimas CAT,

GPX y SOD de los espermatozoides y en el liquido seminal del conejo.
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8 METODOLOGIA
8.1 Material biolégico

Para este experimento se utilizaron conejos Nueva Zelanda, obtenidos de la granja
CEIPA UNAM, fueron ingresados a la granja de docencia del Departamento de
Biologia de la Reproduccion, de la Universidad Autdbnoma Metropolitana, Unidad
Iztapalapa; a la edad de 35 dias, y mantenidos en la granja en un ciclo natural de luz-
oscuridad, y a temperatura ambiente, se les proporcion6 agua a libre acceso y fueron
alimentados con alimento balanceado para conejo marca Malta Clayton linea Conejo
Ganador (Proteina minima 16%, grasa minima 2.5%, humedad méxima 12%, ceniza
maxima 10%, SLN minimo 43.5%). ). De acuerdo al Manual de Buenas Practicas de
Produccion de Conejo de la SAGARPA, el alimento debe proporcionar a los
individuos 2.5 Mcal/Kg; el alimento seleccionado proporcioné dicha cantidad de
energia, que es la cantidad necesaria para machos en edad reproductiva

Se utilizaron dos dietas, una dieta control y otra complementada con aceite vegetal
(Aceite de Soya, canola, girasol y oleina de palma), las cuales fueron proporcionadas,

dependiendo del grupo de estudio (normopeso o sobrepeso).

Se separaron en dos grupos, el primer grupo (n=4) fue el grupo de normopeso y 10

animales experimentales.

Las muestras de semen se colectaron cuando los animales llegaron a la edad de 5
meses, se tomaron muestras dos veces a la semana para habituar a los animales a la
toma de muestra con la vagina artificial. Los experimentos se realizaron entre los 15y

19 meses de vida de los conejos.
8.2 Induccidon de sobrepeso

Para inducir sobrepeso en el conejo se les proporciond una dieta alta en lipidos, que
consisti6 en 120 g de alimento balanceado para conejo (marca Malta Clayton)

adicionada con 12 mL de aceite vegetal, la cual aporta 3.5 megacalorias por
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kilogramo. El grupo experimental se inici6 con 10 animales de los cuales se
seleccionaron 4 que fueron los que alcanzaron el estado de sobrepeso. Estos
animales recibieron la dieta alta en lipidos, mientras que el grupo de normopeso
(n=4), recibi6é solo alimento balanceado el cual aporta 2.5 Mcal/Kg. Los animales de

ambos grupos fueron pesados cada quince dias, para conocer la ganancia de peso.
8.3 Toma de muestras de semen

Para la obtencion de las muestras de semen se colocé a un macho con una hembra
adulta sexualmente activa. Para la toma de muestra se le permitiéo al macho montar a
la hembra y se coloc6 debajo de ella la vagina artificial disefiada para conejos, hecha
con un tubo de plastico, al cual se le coloco en el interior un globo de latex (No. 9
estandar) sostenido por ambos lados y en el espacio entre el globo y las paredes del
tubo se agregd agua caliente a 45 °C para producir el estimulo de calor necesario

para que el macho eyaculara.

En un extremo de la vagina artificial se colocé un tubo Eppendorf, donde se colecté la
muestra de semen. El tubo con la muestra se mantuvo a una temperatura de 36 °C

en un bafio seco y cubierto de la luz para su traslado al laboratorio.
8.4 Andlisis espermatobioscépico

El andlisis seminal se realizé considerando los parametros de movilidad masal,
movilidad espermatica, viabilidad, concentracion esperméatica y morfologia de cada
una de las muestras con microscopia de campo claro. Todo el analisis, excepto la
movilidad masal, se hizo mediante técnicas estandares descritas en el Manual de la
OMS para la Evaluacién de Semen Humano (WHO 2010).

Movilidad masal

Se observo la movilidad de la superficie de una gota de semen bajo el microscopio de
campo claro, esto refleja la proporcién de espermatozoides que presentan algun tipo

de movimiento. Se coloco una alicuota de 5 ul de semen en un portaobjetos y se
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observo sin cubreobjetos con el microscopio de campo claro a 10x. Se valoré la
velocidad del movimiento de los remolinos formados en la superficie de la gota de
semen y se hizo un estimado subjetivo con los siguientes cuatro parametros: 0= nula;

1= baja; 2= media; 3= alta movilidad.
Movilidad espermatica

La movilidad espermatica consiste en la distincion en los tipos de movimientos de los
espermatozoides. Después de determinar la movilidad masal, se hizo una dilucién
1:10 con medio Ringer y se coloco 5 uL en un portaobjetos, se coloc6 el cubreobjetos
a la muestra y se observé bajo el microscopio de campo claro a 40x la muestra de
semen. Los parametros a medir fueron los siguientes: Movilidad progresiva: El
espermatozoide se mueve activamente, de forma lineal o circular; Movilidad no
progresiva: Cualquier otro patréon de movimiento con ausencia de progresion.
Inmovilidad: En donde no hay movimiento (WHO 2010). Se cont6 hasta 100
espermatozoides entre los moviles o inmdviles, el nimero de espermatozoides

moviles se considerd como porcentaje de movilidad espermética.
Vitalidad espermatica

Para determinar la vitalidad se utiliz6 una solucién de eosina-nigrosina. Se prepar6
una laminilla donde se colocé 5 uL de semen y 5 uL de la solucién de eosina-
nigrosina (Ver apéndice de medios y soluciones) se mezclé y posteriormente se
expandié en la superficie del portaobjetos y se secd bajo la flama del mechero de
bunsen. Se observo a 40x bajo el microscopio de campo claro, y se contaron 100
espermatozoides distinguiendo entre vivos y muertos. Esta técnica consistié en que la
eosina tifid el citoplasma de los espermatozoides con membrana plasmatica dafiada,
los cuales se les considera muertos mientras que la nigrosina proporciona un fondo
oscuro para la evaluacion al microscopio. EI nUmero de espermatozoides vivos se

consideré como el porcentaje de vitalidad (WHO 2010).
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Concentracion espermatica

Para calcular el nimero de espermatozoides de la muestra de semen se hizo un
conteo utilizando la cAmara de Neubauer. Primero se hizo una dilucion 1:100 de la
muestra de espermatozoides con agua destilada y se coloc6 10 uL de la dilucion en

cada lado de la cAmara. Se contaron diez cuadrantes (5 de cada lado).

Los valores obtenidos en cada lado de la cAmara se promediaron y se calculd la
concentracion dividiendo el promedio entre el factor de conversion, que en este caso

es 0.2. El resultado se expresa en millones de espermatozoides por mililitro.
Morfologia espermatica

Para determinar la morfologia espermatica se usé el Kit Espermaform (Laboratorios
DESEGO) el cual se basa en la técnica descrita por el manual de la OMS. Se hizo
una dilucion 1:10 de semen con medio Ringer, se colocé una muestra de 10 uL en un
portaobjetos y se hizo un frotis a lo largo del mismo. Se dejo secar a temperatura
ambiente y se colocé por 3 minutos en la solucion fijadora. Se retiré del fijador y se
dej6 secar, posteriormente se colocé en la solucién A por 3 minutos, se dejo secar y
por ultimo se coloco en la solucion B por 5 minutos, se dejé secar y se cubrié con un
cubreobjetos y resina sintética (Entellan). Se dejo secar la resina por 24 horas para

su posterior evaluacién al microscopio de campo claro.

Para evaluar la morfologia se consideraron los siguientes pardmetros: porcentaje de
espermatozoides normales, porcentaje de anormalidades de la cabeza, de la cola,
espermatozoides sin cola o cabeza (separados) y presencia de gota citoplasmica.

Se revisaron 100 espermatozoides a 100x en un microscopio de campo claro.
8.5 Separacién del liqguido seminal y espermatozoides

Para determinar la actividad especifica la muestra de semen de dividié en liquido
seminal y espermatozoides. Después de determinar la concentracion espermatica y

calcular el nimero de espermatozoides en el eyaculado de acuerdo al volumen
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obtenido, se tomo una alicuota que contuviera 50 millones de espermatozoides; el
volumen de esta alicuota varié dependiendo del volumen de la muestra de semen.
Una vez separados los espermatozoides fueron lavados dos veces en medio Ringer,
centrifugando a 500X g por cinco minutos cada vez. Antes de la determinacion
enzimatica los espermatozoides fueron incubados en solucion de lisis (Apéndice 1
Medios y soluciones) por una hora a 4 °C, se centrifugaron a 1000X g por 5 minutos y

se tomo el sobrenadante de la muestra, ya que ese es la fuente de la enzima.

Después de separar la alicuota de 50 millones de espermatozoides, se centrifugo la
muestra de semen a 500X g por cinco minutos, posteriormente se separé el liquido
seminal del boton espermatico y se volvio a centrifugar a 1700 x g por 10 minutos. Se

separ6 nuevamente el liquido seminal y se reservé para su posterior utilizacion.
8.6 Cuantificacién de proteinas

Previo a la determinacion de actividad enzimatica se realizé la cuantificacién de
proteinas presentes tanto en liquido seminal, como en espermatozoides mediante el
método de Lowry modificado por Shakir et al 1993; esta técnica consiste en la
reaccion de la proteina con la solucion de Folin en presencia del cobre, con lo que se

forma el colorante azul de molibdeno/tungsteno (Legler et al., 1985,).

Se hizo una curva patron de albumina (555uL/mL), resuspendiendo 500 ulL de
albumina en 5 mL de NaCl al 0.9%. Se hicieron cinco diluciones por duplicado a
diferentes concentraciones de proteina (ver sistema de reaccion, apéndice 2), con
albumina y NaCl al 0.9%; se le agreg6 800 uL de solucion cuproalcalina (ver apéndice
1, medios y soluciones) y 100 uL de solucion de Folin (Apéndice de Medios vy

soluciones) Se cuantifico a 480 nm.

Para la cuantificacion de proteinas presentes en el semen o espermatozoides, se
diluy6 10 pL de la muestra en 190 uL de NaCl al 0.9%, a la que se le agregd 800 pL

de solucién cuproalcalina (Apéndice de Medios y soluciones) y 100 puL de solucion de

Folin.
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8.7 Determinacion de la actividad enzimatica de los espermatozoides
Determinacion de la actividad enzimatica de Superoxido dismutasa.

Se tom6 una alicuota de 25uL de sobrenadante de la muestra de espermatozoides o
liguido seminal, 850 uL de sustrato mixto (Xantina 0.05 mM, L.N.T (cloruro de 2-(4-
yodofenil)- 3- (4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio) 0.025 mM preparado en solucién
amortiguadora de CAPS 40 mM, ajustado a pH de 10.2 EDTA 0.94 mM.) y 125 uL de

Xantina oxidasa agitado en Vortex.

Se cuantifico en el espectrofotdmetro previamente calibrado con una solucién
estandar de SOD (Ver apéndice 2 sistemas de reaccion).

Se emple6 Xantina y Xantina oxidasa (XOD) para la formacion de radicales
superoxido, y su posterior reaccion con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
fenil tetrazolio (I.N.T), con lo que se forma el colorante formazan rojo. EI cromdgeno
formado se cuantific6 espectrofotométricamente a 505 nm. La técnica de la
determinacion de SOD se basa en registrar la disminucion en la formacion del
cromdgeno debido a la eliminacion del superdxido por accion de SOD. El resultado se

expresé en Unidades/mg de proteina/minuto (Arthur y Boyne, 1985).

Determinacion de la actividad enzimatica de Catalasa

Antes de la determinacion de la actividad especifica de catalasa se hizo un
pretratamiento para activar la enzima; se tomaron 100 uL de sobrenadante de
espermatozoides o de liquido seminal, se activo en frio con 1 uL de etanol de 96° por
30 minutos y 5 minutos con Triton X-100 al 10%. Se diluyé en una solucion 1:5 con
HEPES al 0.1M (Cohen et al 1970).

Para determinar la actividad especifica se tom6 100 uL de esta solucion y se le
agrego 500 pL de H,O, a 6 mM, se agitd con vortex y se dejé reaccionar por 3

minutos a temperatura ambiente; la reaccion se detuvo agregando 3 uL de H,SO,4 a
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6N y se leyo en el espectrofotébmetro a 480 nm (ver sistema de reaccion apéndice 2).
El resultado se expresé en K/miligramo de proteina/minuto.

La determinacion de CAT se realiz0 en un sistema de reaccion conteniendo KMnOg4
cuya coloracion intensa se registré a 480 nm. La base de la técnica consiste en la
disminucién del color debido a la reaccion de peroxidacion provocada por H,O, hacia
el permanganato de potasio, y el mantenimiento del color en presencia de CAT
(Cohen et al., 1970).

Determinacion de la actividad enzimatica de Glutatién peroxidasa

Se tom6 25 uL de sobrenadante de espermatozoides o de liquido seminal y se diluyo
en 1 mL de HEPES al 0.1 M. Se tomo 5 uL de la dilucion y se le agreg6 250 uL de
mezcla de reaccidén (Glutation reductasa >0.50 U/L, Glutation reducido 4mmol/L,
NADPH 0.34 mmol/L, En solucién amortiguadora Fosfato 0.05 mmol pH 7.2 con
EDTA 4.3 mmol) y 10 uL de hidroperoxido de cumeno. Se leyé a 340 nm en el
espectrofotometro a 37°C (Ver sistema de reaccion Apéndice 2). Los resultados se
expresaron en Unidades/miligramo de proteina/minuto.

La GPX se determiné por el método de Mills que se basa en la cuantificacion
espectrofotométrica del glutation (GSH) a una longitud de onda de 340 nm (Paglia y
Valentine, 1967), EIl GSH es uno de los componentes del sistema de reaccién por
medio del cual la GPX en conjunto con la glutation reductasa (GPX/GR) para
metabolizar al H,O, convirtiéndolo en agua; por su parte, el GSH es oxidado al
disulfuro GSSG. EIl sistema de reaccion también requiere NADPH como donador de

protones.

8.9 Andlisis estadistico

Para el determinar si existen diferencias entre grupos se realizé el andlisis estadistico
con el programa SPSS de IBM Se us6 la prueba de t-Student para muestras

independientes (p<0.05), para muestras que tuvieran una distribucion normal y la
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prueba de U de Mann-Whitney para muestras independientes (p<0.05); para aquellos
valores que no cumplieran con los supuestos de normalidad. Se calcularon los
coeficientes de correlacion de la actividad especifica entre las enzimas de ambos

grupos para conocer de qué forma se relacionan unas con otras.
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9 RESULTADOS
Induccion de sobrepeso

La figura 7 muestra la diferencia de peso entre conejos alimentados con dieta control
y dieta hipercaldrica a la edad de 15 y hasta 19 meses, siendo mayor el peso de los
animales que recibieron la dieta hipercalérica, se observa que existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los animales que recibieron la dieta control respecto a
los que recibieron dieta hipercaldrica (4.08+ 0.10Kg vs 5.09 + 0.19Kg) vy esta
diferencia se mantuvo a lo largo del experimento; los animales que recibieron la dieta
hipercaldrica tuvieron un aumento de aproximadamente 17% con respecto a los que
se les administré la dieta control. Por lo que consideramos que logramos inducir
sobrepeso en estos animales. De los 10 individuos con los que se incié el grupo de
sobrepeso solo se seleccionaron cuatro para los experimentos debido a que no todos
alcanzaron el peso deseado o no fueron capaces de realizar conductas copulatorias

ni eyacular o ambas.

Peso de conejos Nueva Zelanda

Peso (Kg)

Control Sobrepeso

Figura 7. Comparacién del peso de conejos Nueva Zelanda con dieta control (alimento comercial) y
con dieta hipercaldrica (alimento comercial adicionado con aceite vegetal). El asterisco indica que
existen diferencias estadisticamente significativas a P<0.05 con la prueba T Student. (SPSS).
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EVALUACION DE LOS PARAMETROS SEMINALES

Se hizo una evaluacion de los patrones de movilidad de los individuos del grupo de
normopeso contra sobrepeso. No observamos cambios en la movilidad masal
(1.6+0.5 vs 1.7+£0.6) ni en los patrones de movilidad progresiva (56.36+4.36% vs
58.07+4.2%), no progresiva (26.57+3.9% vs 23.67+4.8%)e inmoviles (17.05£1.9 vs
18.25+3.9), al comparar ambos grupos (Sobrepeso vs normopeso, Tabla 1), por lo
que no hay diferencias estadisticamente significativas (p>0.05, prueba T de Student
SPSS) en ninguno de los pardmetros antes mencionados Se obtuvo el porcentaje de
vitalidad con una tincion de eosina-nigrosina, no se encontraron alteraciones en el
porcentaje de vitalidad espermatica en el grupo de sobrepeso, al comparar ambos
grupos no se encontraron diferencias significativas, por lo que la vitalidad espermética
no se vio alterada (72.5+2.12% vs 86+4%).

En cuanto a la concentracion espermética no hubo diferencias significativas entre
grupos (197.2+199.1mill/ml vs 273.8+145.6mill/ml) por lo que no fue alterada la

concentracion con la dieta alta en lipidos.
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Tabla 1. Pardmetros seminales de conejos Nueva Zelanda control contra

sobrepeso.
Parametro Normopeso Sobrepeso p
Movilidad masal 1.6£0.5 1.71£0.6 p>0.05
Movilidad 58.07+402 56.37+4.36 p>0.05
progresiva %
Movilidad no 23.26+4.8 26.57+3.9 p>0.05
progresiva %
Inmovilidad % 18.25+3.9 17.05£1.9 P>0.05
Vitalidad % 72.5+2.12 86+4 p>0.05
Concentracion 197.24199.1 273.8+145.6 p>0.05

mill/ml

Tabla 1. Parametros seminales de conejos Nueva Zelanda normopeso contra sobrepeso. Promedio *
Error estandar. (p<0.05 prueba T de Student).

Se evalud la morfologia espermatica de las muestras de semen de conejos Nueva
Zelanda (Tabla 2). Se observa que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05 Prueba T de Student, SPSS) en el porcentaje de espermatozoides normales
siendo menor en las muestras del grupo de sobrepeso (62.75+13.7% vs
42.3+12.72%).

En cuanto a las anormalidades encontradas, la mayor parte son del flagelo, sin
embargo no existen diferencias significativas entre ambos grupos. En el grupo de
sobrepeso observamos que hubo un mayor porcentaje de cabezas o flagelos
desprendidos (0.75£0.95% vs 3.83+2.13%) con diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05 Prueba T de Student).
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Tabla 2. Morfologia espermatica

Grupo Normales Anormalidades Anormalidades Cabezas o
% de Cabeza % del Flagelo % colas
separadas
%
Control 62.75+13.7 6.5+2.6 29.75+11.6 0.75+£0.95
Sobrepeso  42.3£12.72* 7.3£3.8 46.5+£12.07 3.83£2.13*

Tabla 2. Porcentaje de espermatozoides normales y principales anormalidades espermaticas

de conejos Nueva Zelanda. Grupo control contra sobrepeso. (*p<0.05 prueba T de Student).

Cuantificacion de proteinas

Con la finalidad de expresar la actividad de las tres enzimas como actividad

especifica, se hizo la cuantificacion de la concentracion de proteinas. Para lo cual se

realiz6 una curva estandar de proteinas, usando concentraciones crecientes de

albimina sérica bovina (Ver apéndice de Sistemas de Reaccion). En la curva

estandar de proteinas el coeficiente de correlacion es R?=0.9977, el cual es alto

(Figura 8). Posteriormente se calculo la concentracidon de proteinas en liquido seminal

y en espermatozoides.
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Figura 8. Curva estandar de albumina para cuantificacién de proteinas. El eje X representa la concentracién en
mg/mL y el eje y la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro de luz UV. La R’ nos indica que los

resultados son confiables. Promedio + Desviacidn estandar.

Se compar0 la concentracion de proteinas en espermatozoides (10.8+0.5ug/ml vs

9.2+3.2 ug/ml) y en liquido seminal (153.6+57.3 pg/ml vs 137.9+28.8 pug/ml) de ambos

grupos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos (control vs sobrepeso), en ninguno de los componentes de la muestra

(Gréficas 3y 4).
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Figura 9. Comparacion de la concentracién de proteinas en espermatozoides de conejos Nueva
Zelanda. Grupo control contra sobrepeso. No se encontraron diferencias significativas p> 0.05.

Concentracion de proteinas en liquido seminal
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Figura 10. Comparacion de la concentracién de proteinas en espermatozoides de conejos
Nueva Zelanda. Grupo control contra sobrepeso. No se encontraron diferencias significativas p>
0.05 prueba T de Student SPSS)
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Cuantificacion de la actividad especifica de las enzimas antioxidantes SOD,

CAT y GPX en liquido seminal y espermatozoides

La tabla 3 muestra los valores de actividad especifica de las enzimas antioxidantes

SOD, CAT y GPX tanto en liquido seminal como en espermatozoides.

Tabla 3. Actividad especifica de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX.

Liquido seminal Espermatozoides

Enzima  Normopeso Sobrepeso p Normopeso  Sobrepeso p

SOD 0.03+ 0.007 0.04+0.003 p>0.05 0.008+ 0.60+0.02* P<0.05

0.005
u/mgprot/

min

CAT 0.0005+ 0.0285+ P>0.05 0.009%0.1 0.006£0.07 p>0.05

/min

GPX 2.8+0.72 2.6+1.03 p>0.05  38.8+10.7 56.5+11.5 p>0.05
u/mgprot/

min

Tabla 3. Actividad de enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX en liquido seminal y espermatozoides
de conejo Nueva Zelanda; grupos normopeso contra sobrepeso. La actividad especifica de SOD vy
GPX expresada en U/mg de proteina/min y CAT en K/mg de proteina/min. Promedio * Error
estandar. (*Diferencias significativas a p<0.05 prueba de U de Mann-Whitney, SPSS)

La actividad de Superéxido dismutasa se calcul6é a partir de la absorbancia obtenida
de la cuantificacion espectrofotométrica, descrita en la metodologia, y la
concentracion obtenida a partir de la curva estandar (Figura 11). En la tabla 3 se
muestran los valores de actividad especifica de SOD (expresada en U/mg de
proteina/min), no hay diferencias significativas en la actividad de liquido seminal de
ambos grupos (0.03+ 0.007 U/mgprot/min vs 0.04+0.003 U/mgprot/min). En cuanto a
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los espermatozoides hay un aumento de la actividad enzimética en las muestras de
conejos del grupo de sobrepeso (0.008+ 0.005 U/mgprot/min vs 0.60+0.02
U/mgprot/min), en las cuales se observa que existen diferencias significativas

(p<0.05, Prueba T de Student SPSS), al comparar ambos grupos.

Porcentaje de inhibicion
0 T T T T ’ 1
) 20 40 60 80 100

14 - R?=0.9736

Curva estandar de Superoxido dismutasa

Figura 11. Curva estandar de Superdxido dismutasa, el eje X representa el porcentaje de inhibicién; el eje Y
es el logaritmo base 10 de la concentracion de S1-S6.

La actividad de catalasa (Tabla 3) se calculd obteniendo el valor de la constante de
primer orden (K), a partr de la densidad Optica de la cuantificacion
espectrofotométrica y la concentracion de proteinas en liqguido seminal y
espermatozoides. Encontramos que la actividad especifica de catalasa tiende a
aumentar tanto el liquido seminal (0.0005+0.0005 K/mgprot/min vs 0.0285+0.014
K/mgprot/min) como en espermatozoides (0.009+0.1 K/mgprot/min vs 0.006+0.07
K/mgprot/min). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.

En cuanto a la actividad de la enzima glutation peroxidasa (Tabla 3) en liquido
seminal (2.8£0.72 U/mgprot/min vs 2.6£1.03 U/mgprot/min), no se encontraron

diferencias significativas al comparar ambos grupos. Tampoco se encontraron
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diferencias en la actividad de GPX en espermatozoides (38.8£10.7 U/mgprot/min vs
56.5+11.5 U/mgprot/min) sin embargo, se puede observar una ligera tendencia a que

aumente la actividad de GPX en espermatozoides de conejos con sobrepeso.

TABLA 4. Coeficientes de correlacion de las enzimas antioxidantes

Normopeso Sobrepeso
SOD LS-SPz 0.60 0.80
CAT LS-SPz 0.92 -0.39
GPX LS-SPZ 0.53 0.98

Espermatozoides

SOD-GPX -0.62 -0.92
SOD-CAT 0.97 -0.38
GPX-CAT -0.43 0.88

Liquido Seminal

SOD-GPX -0.08 -0.58
SOD-CAT 0.35 0.46
GPX-CAT -0.96 -0.53

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de la actividad especifica de las enzimas antioxidantes SOD, CAT
y GPX. SOD: Superéxido dismutasa. CAT: Catalasa; GPX: Glutation peroxidasa.

La tabla 4 muestra el coeficiente de correlacion entre la actividad enzimatica de las
enzimas en liquido seminal y espermatozoides. Se observa que la actividad de SOD y
GPX en espermatozoides esta asociada de manera negativa en los individuos con
normopeso y sobrepeso, siendo mayor en los individuos con sobrepeso.
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La actividad de SOD y CAT esté relacionada positivamente en los individuos con
normopeso (0.97), pero en los individuos con sobrepeso esta relacién es negativa (-
0.38). Esto podria ser debido a que la actividad de SOD estd aumentada en los
espermatozoides de conejos con sobrepeso, y la catalasa no metaboliza
adecuadamente al H,O, que se produce por accion de la SOD. Observamos que la
CAT es la principal enzima encargada de metabolizar el H202 tanto en
espermatozoides como en liquido seminal (Coef. Correl. 0.92). Sin embargo en un
estado de sobrepeso esta enzima no es capaz de metabolizar al H202 por lo que el
espermatozoide requiere que la CAT y GPX trabajen de manera conjunta para
metabolizar al H,O,. Se observa que hay una actividad positiva (0.88) en la actividad
especifica de estas dos enzimas, las cuales se encargan de metabolizar el H,O,; por
lo que se puede inferir que al haber una mayor produccion de H,O, en el
espermatozoide estas dos enzimas trabajan de manera conjunta para metabolizarlo y
evitar el dafio por estrés oxidativo. Mientras que en los espermatozoides de
normopeso la relacion entre estas enzimas es negativa (-0.43) lo que nos indica que

solo una de estas enzimas esta metabolizando al H,O..
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10 DISCUSION

Recientemente se ha reportado que la obesidad afecta a la reproduccion masculina,
sin embargo, solo se ha reportado en pacientes que asisten a clinicas de fertilidad y
que llevan al menos un afio tratando de concebir con su pareja y no han tenido éxito
por lo que no se sabe si los problemas reproductivos estan directamente ligados al

sobrepeso u obesidad.

Se considera que el aumento en el consumo de alimentos hipercaléricos provoca
sobrepeso u obesidad en los seres humanos, se han probado diferentes métodos de
induccién de sobrepeso y/u obesidad en diferentes animales de laboratorio, tales
como ratas, perros y simios. En roedores se han hecho modificaciones genéticas
para inducir obesidad (Zhang et al., 1994), sin embargo, el problema de dichos
modelos es que, a pesar de que la obesidad posee un componente genético, este no
es el principal factor ya que se considera que el desbalance entre las calorias
ingeridas y las calorias gastadas es la principal causa del desarrollo de la obesidad.
Por lo que los modelos animales realizados con la administracion de dietas
hipercaléricas han mostrado un mayor acercamiento al desarrollo de la obesidad en
humanos asi como los efectos que conlleva en la salud de los individuos (Kanasaki
2011). Las dietas hipercaloricas consisten en adicionar lipidos o carbohidratos al
alimento que se le proporciona a los animales de laboratorio, y se ha visto que las
dietas que contienen lipidos como aceite vegetal o grasa animal son las que
proporcionan un mayor aumento de peso en los individuos que las consumen (Levin
2002, Woods et al., 2003)., por tal motivo se us6 una dieta complementada con aceite
vegetal para la induccién de obesidad en conejos. Sin embargo no se ha reportado
obesidad en conejos por lo que nos referimos al aumento de peso en conejos como

sobrepeso.
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Al desarrollar un modelo animal de obesidad, una de las formas de establecer si los
animales experimentales se encuentran en un estado de sobrepeso u obesidad, es
comparar el peso entre los grupos experimentales (Woods et al., 2003); al hacer la
comparacion entre ambos grupos se observa que la ganancia de peso de los
animales que recibieron la dieta alta en lipidos fue mayor que los que recibian una
dieta estandar. Se ha reportado que un aumento del 10 a 25% de peso con respecto
a los controles como obesidad moderada o sobrepeso y 40% o mas como obesidad
severa (Woods 2003).

Se ha asociado al sobrepeso y la obesidad como causa de subfertilidad masculina,
principalmente reduciendo el volumen seminal, la concentracion y la movilidad
progresiva (Kort et al., 2006; Hammoud et al., 2008, Bakos et al., 2010). Sin embargo,
existen controversias respecto a esto, ya que, hay autores que establecen que no se
afectan los parametros seminales como movilidad, concentracion y morfologia normal
en humanos (Jensen et al., 2004; Aggerholm et al., 2008; Pauli et al., 2008; Chavaro
et al., 2010; Shayeb et al.,, 2011). Los resultados pueden ser controversiales
posiblemente debido a los habitos de los individuos de los diferentes grupos de
estudio, ya que fueron hechos en humanos que asistieron a clinicas de fertilidad y
existen variables como la alimentacién o consumo de sustancias estimulantes como
el tabaco o el alcohol que podrian estar afectando a estas personas que tuvieron
estos problemas, sin embargo no se conocen las razones de esta controversia. Los
resultados obtenidos concuerdan con aquellos autores que reportan que no se
modifican los parametros seminales de movilidad y concentracion en los individuos
con sobrepeso. Sin embargo se encontrd alterado el porcentaje de espermatozoides
normales. Por lo que estos resultados concuerdan con lo reportado por Bakos et al.,
2010 y Hammoud 2008 los cuales reportan una disminucién de la morfologia normal

en humanos con sobrepeso u obesidad.(Bakos et al.,2010; Hammoud 2008).

La presencia de SOD en espermatozoides de conejo ya habia sido descrita por
Alvares y Storey, (Alvarez y Storey 1983), encontrando una relacion positiva entre la
actividad de esta enzima y la movilidad espermatica, y concluyeron que es de suma
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importancia para la proteccion de espermatozoide contra el dafio por estrés oxidativo.
En este estudio se encontré que la actividad de la SOD aumenta en los conejos del
grupo de sobrepeso con respecto al control, con lo cual podemos inferir que pudiera
haber una mayor produccion de anién superoxido el cual es metabolizado por la SOD
para proteger al espermatozoide. De Lamirande et al (1997), establecieron que el
espermatozoide requiere del anion superoxido para llevar a cabo los procesos de
hiperactivacion, capacitacion y reaccidon acrosomal. En su estudio también
establecieron que la actividad de SOD puede inhibir la hiperactivacion y la
capacitacion tanto inducida como espontanea, dismutando al superéxido en peroxido
de hidrégeno (de Lamirande et al., 1993, 1997). En este mismo modelo de
sobrepeso en conejo, se ha reportado una disminucién de la capacitacion y la
reaccion acrosomal inducida en espermatozoides de conejos con sobrepeso, (Ruiz-
Valderrama et al., 2013, resultados no publicados) esta disminucion puede estar
relacionada con el aumento en la actividad de SOD en espermatozoides de conejos
con sobrepeso. Por otro lado, se ha asociado al estrés oxidativo como una posible
causa de infertilidad, pero la participacion de las enzimas antioxidantes no esta bien
definida, ya que hay autores que sefialan que hay una disminucion en la actividad de
las enzimas SOD, CAT y GPX en muestras de espermatozoides de pacientes con
astenozoospermia, mientras que otros establecen que la actividad especifica de
dichas enzimas no se altera, sin embargo, aumenta la concentracion de MDA, el cual
es un marcador de lipoperoxidacion (de Ferreira 2008; Kanda et al., 2011; Das 2001;
Bondia-Pons et al., 2012).

Es importante sefialar, que este aumento en la actividad especifica en
espermatozoides, en trabajos anteriores no se hace la separacién entre los
componentes seminales (liquido seminal y espermatozoides), por esta razén es
posible que no se haya detectado la actividad de SOD dentro de la célula. En este
trabajo se separé el semen en sus componentes principales, (liqguido seminal y
espermatozoides) y posteriormente se rompieron las membranas plasmaticas del

espermatozoide con una solucion de lisis que contenia Triton X-100 ademas de tres
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inhibidores de proteasas (leupeptina, pepstatina y fluoro sulfonil fenilo) las cuales
inhiben a las enzimas (proteasas) encargadas de degradar las proteinas durante la
lisis celular. Esto nos permiti6 cuantificar de manera mas precisa la actividad
intracelular de SOD. En el liquido seminal no encontramos diferencias significativas
entre ambos grupos, por lo que la mayor actividad se encuentra dentro del
espermatozoide. Respecto a la actividad de catalasa en liquido seminal y en
espermatozoides, no se encontraron diferencias significativas, Holland y Storey
(1981) reportaron que el espermatozoide de conejo carece de catalasa intracelular,
esto debido a que la catalasa se encuentra principalmente en el citoplasma de las
células y el espermatozoide carece de citoplasma o tiene muy poco (Foote y Hare
(2000) reportan una actividad significativa de catalasa en semen de conejo (6 a 20
U/mL). Los resultados obtenidos no coinciden con el de estos autores ya que en el
presente trabajo se encontré una actividad muy baja de esta enzima tanto en liquido
seminal como en espermatozoides. Sin embargo, el coeficiente de correlacion
muestra que esta enzima es muy importante en el espermatozoide y liqguido seminal
de conejo (0.92). Mientras que al haber sobrepeso esta relacion se ve afectada
probablemente debido al aumento en H,O, que probablemente es mayor dentro del

espermatozoide (-0.39).

La glutation peroxidasa es una enzima de gran importancia en el tracto reproductor
masculino, particularmente en el epididimo, encontramos al menos cuatro tipos de
GPX asociadas al transito de los espermatozoides por el epididimo (Jiménez 1992,
Chavory et al., 2010). En este experimento no se encontraron diferencias
significativas en la actividad de GPX entre ambos grupos (control contra sobrepeso)
sin embargo hay una tendencia a que aumente la actividad de GPX en
espermatozoides de conejo con sobrepeso. Esto podria estar relacionado con la
actividad de SOD en espermatozoide, al aumentar su actividad la produccion de
peréxido de hidrogeno aumenta y este es metabolizado por la GPX, y por lo tanto,
podria estar aumentando la actividad de esta enzima. De acuerdo al coeficiente de

correlacion podemos inferir que hay un aumento en la produccion de ERO en
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espermatozoides de conejos con sobrepeso, ya que se observa que la actividad de
CAT.GPX aumenta de manera directa en estas muestras indicando que estan
trabajando de manera conjunta para metabolizar al H,O, producido por el aumento en
la actividad de SOD. Se observa que en espermatozoides de conejo estas enzimas
trabajan conjuntamente, mientras que se ha reportado en otras especies, que estas
enzimas dependen la de concentracion de H,O, en la célula para llevar a cabo el
metabolismo de esta ERO. Posiblemente no hubo un aumento significativo de estas
enzimas debido a que estan trabajando de manera conjunta y no independientemente

cada una respecto de la otra en el espermatozoide.
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11 CONCLUSIONES

Se puede inducir sobrepeso en un grupo de conejos Nueva Zelanda administrdndoles
una dieta alta en lipidos. Los parametros seminales de concentracion, vitalidad y
movilidad no se vieron afectados, en cuanto a la morfologia espermatica si se
encontraron alteraciones ya que el porcentaje de espermatozoides normales
disminuyo en el grupo de sobrepeso, por lo que hay un mayor numero de
anormalidades en estos espermatozoides sobretodo en las cabezas o colas
desprendidas, por lo que si hay afecciones a los parametros seminales en un estado

de sobrepeso.

La actividad de las enzimas antioxidantes en semen eyaculado es mayor en

espermatozoides con respecto al liquido seminal

Las enzimas SOD y CAT son las encargadas de metabolizar a las ERO de manera
normal en el espermatozoide, sin embargo al haber sobrepeso las enzimas CAT y
GPX metabolizan conjuntamente al H,O, para proteger a la célula. La CAT es la
enzima que primeramente metaboliza al H,O, tanto en espermatozoide como en

liquido seminal.
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Apéndice 1 Medios y soluciones
Medio Ringer para lavado de espermatozoides
NaCl 95 mM
KCI 5 mM
CaCl 1.7 mM
KH2PO,4 1.1 mM
Ajustado a pH 7.2, en agua desionizada
Solucién Eosina-nigrosina para viabilidad espermatica
Eosina 1% en agua destilada
Nigrosina 10 % en agua destilada.
En proporcion 2:3 (vol/vol) respectivamente.
Diluir en citrato de sodio.
Determinacion de la actividad enzimética
Solucion de lisis
KH,PO, 0.1 M
EDTA1 mM
Leupeptina 1.0 ug/mL
Pepstatina 1.4 ng/mL
Fluoro sulfinil fenilo 70 ug/mL

Triton X-100 al 5%
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Superoxido dismutasa

Xantina oxidasa 80 U/L

Solucién de sustrato mixto:

Xantina 0.05 mM,

INT (cloruro de 2-(4- yodofenil)- 3- (4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio) 0.025 mM
Preparado en solucién amortiguadora de CAPS 40 mM, ajustado a pH de 10.2
EDTA 0.94 mM.

Glutation peroxidasa

Mezcla de reaccion

Glutation reductasa >0.50 U/L

Glutation reducido 4mmol/L

NADPH 0.34 mmol/L

En solucion amortiguadora Fosfato 0.05 mmol pH 7.2 con EDTA 4.3 mmol,
Hidroperéxido de cumeno:

Diluir 10 uL de hidroperoxido de cumeno en 10 mL de agua destilada. Agitar en

vortex.

Catalasa

Etanol 96%

H,SO,4 6N

KMnO,0.1 MapH 7.4

Triton X-100 al 10%
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Cuantificacion de proteinas

Solucién de NacCl

NacCl al 0.9%

Diluido en agua desionizada

Albumina sérica bovina

55.5 mg de albumina sérica bovina

Diluido en 10 mL de NaCl al 0.9%

Hacer alicuotas de 500 puL y congelar a -20°C.
Resuspender una alicuota en 5 mL de NaCl al 0.9%
Solucion alcalina:

Na,CO3; 5.0g

Tartrato de Na/K 0.058g

NaOH 1.0g

En agua previamente hervida Vol. 250 mL
Solucion de CuSOq4

CuS0O, 55mg

Diluir en 10 mL de agua previamente hervida
Soluciéon Cupro-alcalina

200 pL de CuSO4

Diluir en 10 mL de solucién alcalina
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Solucion de Folin
Folin 1:3 en agua desionizada
Preparar 3 mL.

La solucién de CuS0O4, la solucidn cuproalcalina y el folin se preparan al momento.
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Apéndice 2: Sistemas de reaccion

Sistema de reaccion para cuantificacion de proteinas

Curva patron de albamina

tubo Albumina 555 NaCl 0.9% pL Sol. Cupro- Folin 1:3 puL
mg/mL (uL) alcalina pL
1 0 200 800 100
2 0 200 800 100
3 50 150 800 100
4 50 150 800 100
5 100 100 800 100
6 100 100 800 100
7 150 50 800 100
8 150 50 800 100
9 200 0 800 100
10 200 0 800 100

Cuantificacion de proteinas en liquido seminal (LS) y espermatozoide (spz)

tubo Muestra (uL) NaCl 0.9% pL Sol. Cupro- Folin 1:3 pL
alcalina pL
1LS 10 190 800 100
1LS 10 190 800 100
2 spz 10 190 800 100
2 spz 10 190 800 100

Sistema de reaccidn para superoxido dismutasa

Diluir un vial de solucion estandar (kit RANSOD) con 10 mL de agua desionizada.

Reconstituir un vial de solucién de sustrato mixto (Kit RANSOD) con 20 mL de
Amortiguador. Reconstituir un vial de xantina oxidasa (Kit RANSOD) con 10 mL de

agua desionizada.
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tubo Sol. patrén diluyente
S6 Patrén neto 500 pl
S5 500 pl de S6 500 l
S4 500 pl de S5 500 l
S3 500 pl de S4 500 l
S2 500 pl de S3 1000 pl
S1 100 l
Sistema de reaccion
tubo Sol. Patrén pL Diluyente pL Sustrato mixto | XOD pL Lectura
plk Al1t0 A2 t3’
S1 - 35 850 125
S1 - 35 850 125
S2 25 10 850 125
S2 25 10 850 125
S3 25 10 850 125
S3 25 10 850 125
S4 25 10 850 125
S4 25 10 850 125
S5 25 10 850 125
S5 25 10 850 125
S6 25 10 850 125
S6 25 10 850 125
Sistema de reaccion de catalasa
Muestra/t | Sob. pL Agua*/ H20, uL TA | H2SO4pL Sobr | KMnOg4 [ D.O
ubo HEPES pL .pL | pL
Blanco 600 0 - [ 100 700
Estandar | --- *100 500 3 100 700
TO - 500 -- 100 100 700
Tf 100 - 500 3 100 - 700
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Sistema de reaccion de glutation peroxidasa para liquido seminal (LS) y
espermatozoides (Spz)

Muestra/ LS Mezcla de Agua Preinc. NADPH Incubacion H20; Al | A2
tubo pL reaccion uL pl 25° uL pl pl pL

Blanco | ----- 355 50 5 50 3 50

LS 50 355 -——- 5 50 3 50

Spz 50 355 5 50 3 50
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