UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD IZTAPALAPA

: . DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA
Casa abierta al tiempo SALUD

MAESTRIA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

TESIS

DANO A LA INTEGRIDAD DEL ADN Y LA MEMBRANA DEL
ESPERMATOZOIDE DE CONEJO NUEVA ZELANDA BLANCO CAUSADOS POR
SOBREPESO.

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA
REPRODUCCION ANIMAL PRESENTA:

BIOL. ALEJANDRO SOTO CASTRUITA

Directora de tesis:

Dra. Edith Arenas Rios.

Asesores:

Dra. Edith Cortés Barberena

Dr. Demetrio A. Ambriz Garcia

Meéxico D.F. 23 Enero de 2015



Comité tutoral
Directora:

Dra. Edith Arenas Rios
Adscripcion: Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Division de Ciencias
Biologicas y de la Salud. Departamento en Biologia de la Reproduccion.
Laboratorio de Reproduccion Animal Asistida (S-234).
Correo electronico: editharenas2000@yahoo.com.mx

ASEesores:

Dra. Edith Cortés Barberena.
Adscripcion: Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Division de Ciencias
Biologicas y de la Salud. Departamento de Ciencias de la Salud. Laboratorio de Biologia
Celular y Citometria de Flujo (S-252).

Correo electrénico: cobe@xanum.uam.mx

Dr. Demetrio Alonso Ambriz Garcia
Adscripcidn: Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Division de Ciencias
Biologicas y de la Salud. Departamento de Biologia de la Reproduccion.
Laboratorio de Reproduccion Animal Asistida (S-234).

Correo electréonico: deme@xanum.uam.mx



El presente trabajo se realizo en la Maestria de Biologia de la Reproduccion Animal, en el
laboratorio de Reproduccion Animal Asistida (S-234) del Departamento de Biologia de la
Reproduccion, Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Iztapalapa. Se contdé con el apoyo del programa: UAM-I-CA-136
Factores celulares, Genético y Endocrinos Relacionados con Alteraciones en la Maduracion

Espermatica.

La Maestria de Biologia de la Reproduccién Animal pertenece al Padrén de Excelencia del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, programa 003797I.

Para la realizacion del posgrado se contd con el apoyo inicial de beca de la Universidad

Auténoma Metropolitana, a través del acuerdo 02/2011 con fecha del 8 de octubre del 2012.

Para la finalizacion del posgrado se contd con el apoyo de beca numero 372447 proporcionado
por el Padrén de Excelencia del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Extiendo un cordial agradecimiento a las instancias que proporcionaron el apoyo para la

realizacion del presente proyecto.



Los miembros del jurado designado por la Divisién de Ciencias Biolégicas y de la Salud,

Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa, abajo firmantes aprobaron la tesis titulada:

“DANO A LA INTEGRIDAD DEL ADN Y LA MEMBRANA DEL
ESPERMATOZOIDE DE CONEJO NUEVA ZELANDA BLANCO CAUSADOS POR
SOBREPESO”

Presentada por el Bi6logo Alejandro Soto Castruita el 23 de enero de 2015, para obtener el

grado de Maestro en Biologia de la Reproducciéon Animal.

Presidente:

Secretario:

Vocal:

Vocal:

Miembros del jurado:

Dr. José Miguel Betancourt Rule. W\

Dr. Demetrio A. Ambriz Garcia.

Dra. Edith Cortés Barberena.

/ AN
2 ; /

? { ;
Dra. Gisela Fuentes Mascorro. o) JpHe— J* f//:_’;/d /72

e

v



Dedic6 este manuscrito a mis padres Yazmine Castruita y Enrique Soto (1), ya que, sin su
apoyo incondicional y su gran ejemplo no podria haber alcanzado este logro. Mama gracias
por tu inmenso carifio y enormes esfuerzos por hacerme un hombre de bien. Papa gracias por
todo lo que me ensefiaste y que me ha impulsado en mi carrera profesional También gracias
queridos hermanos, de los que siempre he recibido apoyo y un gran carifio en nuestra gran

familia.

Agradezco a Georgina mi complice de vida, por todos los momentos que hemos compartido,
buenos y malos, logros y decepciones y por todo el apoyo que me ha brindado en estos afios

de estar juntos.

Quiero hacer un especial agradecimiento a la Dra. Edith Arenas y al Dr. Demetrio Ambriz por
la gran oportunidad que me dieron al aceptarme en su grupo de trabajo y después brindarme su
amistad. Gracias por guiarme y apoyarme incondicionalmente en este camino compartido de

la ciencia.

Les agradezco a mis compafieros de la maestria por todo su apoyo y compafiia durante este
camino con pendientes tan grandes, pero que nos deja enormes satisfacciones, que fue estudiar

este posgrado.

A mis comparfieros de laboratorio por compartir conmigo tantos desvelos, alegrias, tanto

trabajo, conocimientos y todo lo que hemos vivido en este camino de la investigacion.



Resumen

El sobrepeso y la obesidad son condiciones clinicas en las que un exceso de tejido adiposo
puede tener efectos negativos en la salud. EI aumento en el tamafio o nimero de adipocitos
puede resultar en cambios fisicos y hormonales en el individuo; estos cambios contribuyen a
problemas como: un aumento de la temperatura escrotal y un aumento de la produccion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO), que se eleva con el sobrepeso y la obesidad, lo cual
pudiera provocar estrés oxidante. Esto contribuye a la correlacion que se ha descrito entre la
obesidad y la infertilidad masculina, donde los estudios reportan una correlacion directa entre
el aumento de la masa corporal y la disminucién en la concentracion, movilidad y viabilidad
espermatica. Sin embargo, estos estudios solo se han hecho en pacientes que acuden a clinicas
de fertilidad, provocando un sesgo poblacional y ademas el conocimiento de los mecanismos
bioquimicos que causan estos cambios no han sido reportados. Por lo que a través de un
modelo animal para la induccion del sobrepeso y la obtencion de muestras seminales,
planteamos la metodologia que nos permitid determinar si existe un dafio a la membrana, un
efecto de fragmentacion sobre el ADN vy el estado de compactacion del espermatozoide, en el
conejo Nueva Zelanda Blanco (NZB) en condicién de sobrepeso. Por lo que nos propusimos
determinar dafios en el espermatozoide del conejo NZB, provocados por sobrepeso. Para
generar el sobrepeso se proporciond una dieta hipercaldrica (3.2 Mcal/kg) conteniendo aceite
vegetal, en el grupo normopeso (grupo control) se mantuvieron con una dieta de alimento
comercial (2.8 Mcal/kg). Se realizaron los estudios de calidad seminal considerando
parametros como: concentracion, viabilidad, movilidad y morfologia espermatica. Para el
estudio de los mecanismos bioquimicos se utilizaron técnicas como: cuantificacion de la
lipoperoxidacion (concentracion de malondialdehido (MDA) mediante un método
colorimétrico con acido tiobarbitdrico), la evaluacién de Fragmentacion de ADN con naranja
de acridina (por citometria de flujo) y la descompactacion del ADN nuclear espermatica con el
método de azul de anilina (por microscopia de luz). El tratamiento con la dieta hipercalorica
generd el 24% de sobrepeso en el conejo NZB, con respecto al grupo de normopeso. El
sobrepeso no indujo cambios significativos en los parametros de calidad seminal, en la

lipoperoxidacién de la membrana y la fragmentacion nuclear de los espermatozoides de
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conejos NZB con sobrepeso. Sin embargo, la descompactacion del ADN nuclear espermatico,
se vio aumentada, alcanzando un valor de 1.6 % en el estado de sobrepeso y de 0.63 % en el
grupo de normopeso (p=0.002) en el conejo NZB, aunque el valor fue bajo; sustenta lo
reportado en conejo NZB, sobre que el sobrepeso pudiera afectar el proceso de maduracion
espermatica epididimaria. Finalmente concluimos que el estado de sobrepeso en el conejo
NZB se generd con la dieta hipercaldrica y que la descompactacion del ADN nuclear se vio
aumentada.
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Abstract

Overweight and obesity are clinical conditions where an excess in fat tissue can have negative
health effects. The increase in the size or fat cells number can result in physical and hormonal
changes in the individual; these changes contribute to some problems such as: increased
scrotal temperature and increased production of reactive oxygen species (ROS), which rises
with overweight and obesity, which could cause oxidative stress. This contributes to the
correlation described between obesity and male infertility, where studies reported a direct
correlation between increased body mass and decreased concentration, motility and sperm
viability. However, these studies have only been made in patients attending in fertility clinics,
causing a population bias and also knowledge of the biochemical mechanisms that cause these
changes, have not been reported. So, through an animal model for overweight induction and
semen samples obtaining, we propose the methodology that allowed us to determine if there is
damage to the membrane, an effect on DNA fragmentation and compaction state in New
Zealand White rabbits (NZW) sperm in overweight condition. So we set out to determine
damage in the NZB rabbit sperm, caused by overweight. To generate overweight we were
given a high-calorie diet (3.2 Mcal / kg) containing vegetable oil, the normal weight group
(control group) were maintained with a diet of commercial food (2.8 Mcal / kg). Studies of
semen quality parameters performed considering: concentration, viability, motility and sperm
morphology. To study the biochemical mechanisms we were used techniques as
lipoperoxidation quantification (Malondialdehyde (MDA) by a colorimetric method with
thiobarbituric acid), the DNA fragmentation assessment with acridine orange (by flow
cytometry) and decompaction of DNA nuclear sperm with aniline blue method (by light
microscopy). Treatment with calorie diet produced 24% of overweight in NZB rabbits, relative
to normal weight group. Overweight not induce significant changes in semen quality
parameters, in lipoperoxidation of the membrane and nuclear fragmentation of NZB rabbit
sperm with overweight. However, the decompaction of DNA nuclear sperm was increased,
reaching a value of 1.6% in overweight state and 0.63% in control group (p = 0.002) in the

NZB rabbit, though the value was low; sustains reported in NZB rabbit, on overweight could
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affect epididymal sperm maturation process. Finally we conclude that overweight status in

NZB rabbits performed with caloric diet and the nuclear DNA decompaction was increased.
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1. INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad son condiciones clinicas en las que un exceso de tejido adiposo es
acumulado en el cuerpo; misma que puede tener efectos negativos en la salud. 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? (Du Plessis y col. 2010). Se ha visto, que la distribucién de
la grasa corporal, especificamente en la region abdominal, se ha utilizado para diagnosticar
obesidad en el humano. Estas definiciones son consideradas como una guia, ya que el riesgo a
desarrollar enfermedades cronicas, aumenta proporcionalmente cuando el IMC supera los 21
kg/m? (Haslam y James, 2005), y un aumento en el tamafio o nimero de adipocitos como
consecuencia de la obesidad puede resultar en cambios fisicos y hormonales en el individuo.
Sin embargo, aun cuando en conejos se ha reportado de forma anecdética algo que en
apariencia se podria considerar como obesidad, el término en el conejo, ain no se ha definido
cientificamente, razén por la cual nos referiremos en conejos, simplemente como sobrepeso a

esta condicion.

Los cambios fisicos pueden incluir un aumento en la temperatura escrotal y en la disfuncion
eréctil; mientras que los cambios hormonales, pueden incluir aumento en los niveles de
leptina, insulina y estrégenos; asi como, una disminucion en los niveles plasmaticos de
testosterona (Du Plessis y col. 2010). Estos cambios contribuyen a problemas como:
oligozoospermia, azoospermia, un aumento en el indice de fragmentacion del ADN y una
disminucion del volumen seminal. Lo anteriormente mencionado contribuye a la correlacion

que se ha descrito entre la obesidad y la infertilidad masculina.

Muchos de los motivos que provocan que la obesidad se relacione con la infertilidad
masculina son aun desconocidos, sin embargo, hay una hipotesis que relaciona la acumulacion
del tejido graso en la region suprapubica y la region de los muslos como causa del aumento en
la temperatura escrotal, y asi, problemas en la espermatogénesis y el almacenamiento de
espermatozoides (Michalakis y col. 2013); esta propuesta tiene mas de treinta afios de ser

formulada, sin embargo, estudios recientes muestran, que, la acumulacion de tejido graso esta



relacionado con la elevacion del estrés oxidante, y como consecuencia, la lipoperoxidacion en
diversos tejidos (Michalakis y col. 2013; Konigsberg y col., 2008), ademas, recientemente se
ha publicado la relacion directa entre la diferenciacion de los adipocitos y la generacion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Kanda y col., 2011), y ya que se ha reportado que las
ERO pueden provocar dafios en las membranas y el ADN espermaético, estos pudieran tener
efectos negativos sobre sobre la morfologia y funcién espermatica (Kort y col., 2006). Por tal
motivo, el objetivo del presente trabajo fue determinar si la relacion del sobrepeso en el conejo
Nueva Zelanda Blanco (NZB) con la infertilidad/subfertilidad masculina, esta relacionada con

la lipoperoxidacion y dafio en el ADN de los espermatozoides.



2. ANTECEDENTES

2.1. El sobrepeso y la infertilidad masculina

La mayoria de los estudios donde se hace la relacion de la obesidad con la infertilidad
masculina, se han realizado en pacientes que asisten a clinicas de reproduccién asistida,
encontrando que, existe una correlacion directa entre la obesidad y la infertilidad masculina.
Un ejemplo de esto son los resultados publicados por Fariello y colaboradores (2012) donde
resaltan que, entre el grupo de peso normal y los grupos de sobrepeso y obesidad hay una
diferencia en la concentracién espermatica, que si bien no resultd estadisticamente
significativa, si marca una tendencia a disminuir en los grupos de obesidad (48.3 x 10%/mL) y
con sobrepeso (66.8 x 10%/mL) con respecto al grupo de peso normal (80.5 x 10%/mL); la
movilidad disminuye en el grupo con obesidad (68.7 x 10°/mL) y sobrepeso (96.4 x 10%/mL)
con respecto al grupo de peso normal (134.7 x 10%/mL) y la fragmentacién del ADN es mayor
en el grupo de obesidad (7.7 %) que en el grupo de sobrepeso (4.7%) y de peso normal (4.4 %)
(Fariello, y col. 2012).

En otro estudio clinico también en humanos, Kort y colaboradores (2006) determinaron varios
parametros del analisis seminal y fragmentacion del ADN destacando lo siguiente: el nimero
de espermatozoides con movilidad normal, presentd diferencias significativas entre los grupos
de peso normal (17.5 x 10°/mL), sobrepeso (4 x 10%/mL) y obesidad (1 x 10%mL). Para la
fragmentacion del ADN los resultados muestran una diferencia significativa y una relacion
positiva entre los grupos de peso normal (20 %), sobrepeso (26 %) y obesidad (27 %).Sin
embargo, Bakos y col (2010) exponen que la limitante en los estudios de infertilidad en
humanos es que: solo los datos que se correlacionan son tomados en cuenta, pero no se
consideran los diferentes estilos de vida, por lo que pudiera relacionarse con variables
incontrolables y se puede dificultar hacer conclusiones definitivas. A la fecha existe una

carencia de estudios con modelos animales controlados para investigar el efecto de la obesidad



causada por una dieta que la induzca y asi estudiar su relacion con la infertilidad masculina en

semen.

Se ha reportado que la administracion de una dieta hipercaldrica en la rata de laboratorio
(Sprague—Dawley) presento el 50% de respuesta al incremento de peso (10 individuos de 20
presentaron sobrepeso) (Vigueras-Villasefior, y col, 2011). Por otro lado, en el caso de los
animales domeésticos considerados como de granja (incluidos los conejos), los machos que
alcanzan el estado de sobrepeso u obesidad; comprometen su finalidad zootécnica, y son
sometidos a dietas estrictas para la reduccion del peso corporal, o son eliminados como
efectivos reproductores por un mal desempefio en la conducta reproductiva. En ambos casos la
casuistica es poco considerada y los reportes son escasos, 1o que evidencia que el trabajo
zootecnico al cual son sometidos y las dietas que reciben, estan acordes para mantenerlos
dentro de la conducta y condicion deseada. En los conejos productores de carne, como es la
raza Nueva Zelanda Blanco (NZB) no se encuentran reportes cientificos que demuestren esta
condicion, antes bien lo que se encuentra en la literatura especializada son casos de conejos
tenidos como “mascota” y que por la cercania y convivencia con sus duefios reciben
suministro de ingredientes tales como frituras y golosinas. Los reportes de conejos con
sobrepeso u obesos en la literatura especializada son escasos, anecdo6ticos y poco precisos
(Meredith A. 2012; Sweet y col., 2013).

En un experimento para inducir la condicién de sobrepeso en conejo (Zhao y col., 2007) se
alimentaron 36 semanas a Machos NZB con una dieta (3.7 Mcal/kg) enriquecida con lardo de
cerdo y sacarosa (10 y 30% respectivamente). Una vez que los animales alcanzaron la
pubertad o el peso adulto (12 semanas) rapidamente comenzo el aumento de peso corporal, en
los que recibieron dieta alta en energia (3.7 Mcal/kg) llegando a presentar diferencias
estadisticamente significativas que se mantuvieron durante el resto del experimento.
Alcanzaron un aumento de peso de 22% mayor con respecto al grupo control (4.0 £ 0.1g vs
3.15 + 0.2 kg (p < 0.05)). Dichos autores llegan a concluir que este modelo de induccién
podria ser utilizado para estudios de sobrepeso y obesidad en conejos, y que dada la relativa
cercania que existe con los humanos en varios aspectos incluido el sistema inmunolégico,

podria ser un modelo idéneo para estudiar estas condiciones, su génesis, consecuencias, asi



como, conocer mas del problema en los humanos. A pesar de estos resultados aparentemente
claros y contundentes, de esta manifiesta propuesta para inducir sobrepeso en conejos, en la
literatura especializada posterior a esa publicacion, no se encuentran otros reportes
relacionados. Ademas al analizar los pesos registrados en ambos grupos de conejos resulta
evidente una serie de altibajos en su curva, lo cual no es aclarado en el texto, pero pudiera

atribuirse a aspectos ambientales (por ejemplo fotoperiodo o temperatura).



2.2. Las especies reactivas de oxigeno y la fisiologia esperméatica

Se ha reportado que las ERO son perjudiciales para los espermatozoides, afectando los
parametros espermatobioscépicos, aunque también, las ERO participan en la regulaciéon de

procesos fisioldgicos normales del espermatozoide.

La mayoria de las ERO son radicales libres, definiéndose como los 4tomos o moléculas que
contienen uno o0 mas electrones desapareados dentro de su estructura, es decir, es la existencia
de al menos un electrén que no tiene una pareja con Giro opuesto. Entre los radicales libres
mas importantes en los organismos aerobios, se encuentran: el radical superéxido (O,%) vy el
radical hidroxilo (OH"), este ultimo, procedente del peroxido de hidrégeno (H,0,), que a pesar
de no ser un radical libre, puede ser altamente peligroso por su capacidad de atravesar
membranas bioldgicas (Figura 1) (Konigsberg y col., 2008).

.- H . Radical
2 = 3 HO perhidroxilo

2H™ l e
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Figura 1. Quimica de las ERO. Las ERO normalmente son generadas por una reduccién secuencial del
oxigeno molecular (tomado de Desikan y col., 2005)



Las ERO que incluyen el radical O,°, radical hidroperoxilo (HO;), H,O,, OH’, alcoxilo
(ROe), peroxirradicales (RO, hidroperéxidos organicos (ROOH), éxido nitrico (NO),
peronitrito (ONOO) y el oxigeno singulete (*O,) son producidas en las células a través de
diversos procesos normales, como el metabolismo oxidante y la inflamacion, asi como por la
exposicion a diversos agentes fisicos como la luz UV, radiacion ionizante o los agentes
quimicos contaminantes o carcinogénicos. El O,°" es generado como un producto alterno de la
reduccion incompleta del oxigeno molecular durante el transporte de los electrones en la
mitocondria y en el reticulo endoplasmatico. EI HO," lo macréfagos y neutréfilos como parte
del sistema de defensa inmunitario por medio de la reduccion de O, mediado por NADPH.
Existen otras fuentes del O,°" que incluyen reacciones enzimaticas, como la llevada a cabo por
la xantina oxidasa y por la activacion metabolica de xenobidticos como el benzopireno
(Flowers y Miles, 1991).

Los espermatozoides son altamente sensibles al dafio por ERO, resultando el H,O, la mas
toxica para este tipo de células. Ademas, los lipoperoxidos y sus productos de degradacion
(malondialdehido (MDA), hidroxialquenales, etc.) son altamente peligrosos por representar
una forma de autotoxicidad, pues su efecto se traduce en alteracién de la estructura membranal
y disminucion de la movilidad. Grandes concentraciones de H,0, inducen lipoperoxidacion,
causando diversos efectos deletéreos en espermatozoides como: aumento en la fluidez de
membrana, discontinuidad de membrana, fragmentacién del ADN nuclear y en ultimo caso
muerte celular (Neil y col., 1992; Cheny col., 1997; Alba y col., 2000; Quintero y col., 2000).
Alvarez y Storey (1982) reportan aproximadamente 0.026 nmol/mL de produccion de MDA
en espermatozoides de conejo NZB en condiciones de incubacion aerdbica y por la técnica de

cuantificacion de MDA con &cido tiobarhiturico.



2.2.1. Estructuray funcién del espermatozoide y los dafios provocados por las ERO

El espermatozoide es el producto final del proceso de espermatogénesis que consta de varias
fases de divisiones sucesivas mitGticas, meidticas y posmeidticas que se llevan a cabo en los
tibulos seminiferos en los testiculos. En la fase mitdtica las células germinales
(espermatogonias) realizan divisiones mitéticas que les permite el aumento de las poblaciones
de espematogonias y el mantenimiento de un epitelio germinal. La fase mei6tica comienza con
la fase del ciclo celular (fase S) y termina con dos divisiones meidticas que se dan muy rapido
y sin replicacion del ADN, resultando en dos espermatidas haploides. Si bien estas dos fases
son cruciales para el desarrollo del gameto, es en la fase posmei6tica donde el espermatozoide
se termina de diferenciarse. Esta fase se caracteriza por una extensa remodelacion de las
espermatidas en espermatozoides, formandose el acrosoma, la condensacion nuclear, el
desarrollo del flagelo y la pérdida de la mayoria del citoplasma. De estos eventos resulta una
célula altamente diferenciada en estructura y funcion, pero con desarrollo totipotencial y capaz

de combinarse con el ovocito y comenzar el desarrollo de un nuevo individuo.

Los dos componentes principales de un espermatozoide son la cabeza y el flagelo, unidos por
la pieza de conexion (Fig. 2). La cabeza contiene el nicleo, el acrosoma, el citoesqueleto y una
pequefia cantidad de citoplasma. El nucleo contiene la cromatina altamente condensada y
recubierto por el acrosoma, que esta formado por membrana y encapsula vesiculas
citoplasmaticas que contienen enzimas hidroliticas. Desde la pieza de conexidn, el flagelo se
divide sucesivamente en pieza media, pieza principal y pieza final. Este contiene un complejo
central de microtubulos que forman el axonema, a su vez rodeado por fibras densas exteriores
que se extienden del cuello a la pieza principal. La pieza media contiene a la vaina
mitocondrial, que es una estructura muy compacta en forma de hélice que contiene a las
mitocondrias y que rodea a las fibras densas externas y al axonema. La mayor parte de la
longitud del flagelo se compone por la pieza principal, definido por la presencia de una vaina

fibrosa que rodea al axonema y las fibras densas del exterior. Las fibras densas exteriores y la



vaina fibrosa son estructuras citoesqueléticas particulares para el flagelo de espermatozoides

en vertebrados superiores y pueden haber evolucionado con el desarrollo de la fertilizacion

interna (Eddy, 2006).
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Figura 2. Caracteristicas generales del espermatozoide de mamiferos (modificado de Eddy, 2006).

En el conejo el establecimiento de la espermatogenesis tiene lugar de forma variable hacia los
70 dias de edad, esto depende de la raza, condiciones ambientales, alimentacion y alojamiento
entre otras. Los primeros espermatozoides aparecen alrededor de los 60 dias, aunque solo es

hasta los 84 dias que se da la actividad en todos los tdbulos seminiferos.

A los 112 dias (16 semanas) la diferenciacion del epididimo se ha completado, y en la cabeza
y cuerpo ya se encuentran espermatozoides. Hacia los 60-70 dias de edad se inician los
primeros intentos de monta y las primeras cubriciones o apareamientos hacia los 100 dias, la

madurez sexual (momento en que la produccion de espermatozoides ya no aumenta) se



alcanza en la raza neozelandesa a los 129 dias de edad (Macedo y Miguel, 1986). En el macho
adulto la duracion de la espermatogénesis es de 38 a 41 dias (Swiestra y Foote, 1965). La
produccion diaria de espermatozoides se estima entre 30 y 40 millones por gramo de testiculo,
con un total diario aproximado de 250 millones de espermatozoides, con variaciones raciales y
estacionales (El-habbato y col., 1984). Durante el transito por el epididimo se da el fenémeno
de maduracion. En este proceso juegan un papel primordial las secreciones epididimarias, en
las cuales el espermatozoide adquiere movilidad y la capacidad de fecundacion (Alvarifio,
1993). El paso por el epididimo dura de 8 a 10 dias, oscilando entre 2 y 2.5 metros de
longitud, con una permanencia de 2 dias en la cabeza, 2 en el cuerpo y 5 a 6 dias en cola, con

una progresion mas rapida en la periferia que en el centro del tubo.

Durante la diferenciacion espermatica, y después, durante el transito por el epididimo las
células espermaticas se encuentran en serio riesgo, ya que los espermatozoides son altamente
sensibles al dafio por ERO (Neil y col., 1992; Chen y col., 1997; Alva y col., 2000; Quintero y
col., 2000). No obstante, niveles bajos de ERO no afectan gravemente la viabilidad de los
espermatozoides, pero provocan su inmovilizacion y el dafo irreversible de su filamento axial
induciendo una fosforilacion insuficiente de las proteinas de este filamento lo que provoca una
deficiente funcionalidad celular (Tremellen, 2008). Se han realizado estudios que comprueban
que el H,O, esta involucrado en la regulacion de la capacitacion y la reaccion acrosomal,
siendo éste benéfico en concentraciones relativamente bajas, pues favorece que estos eventos

se lleven a cabo, pero en concentraciones altas inhibe este proceso (Rivlin y col., 2004).

Son crecientes las evidencias que sefialan al estrés oxidante como un factor significativo
involucrado en la etiologia de la infertilidad masculina, pues provoca la pérdida de las
funciones espermaticas por causa de la generacion excesiva de ERO o a la disminucion de la
actividad antioxidante del semen. En humanos los reportes se encuentran en que, los niveles
de oxiradicales producidos por los espermatozoides dafiados o defectuosos son superiores a los
generados por aquellos morfoldgicamente normales, encontrdndose también que, en pacientes
con oligozoospermia se encuentran valores elevados del anion superdxido ( O2) y existe una
correlacion positiva entre la generacion de este radical y la actividad de la diaforasa,
oxidorreductasa mitocondrial dependiente de NADH vy especifica de los espermatozoides;
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siendo esta enzima 3 veces mas activa en esos pacientes que en los normozoospermicos. Los
radicales libres del oxigeno, determinados a traves de la quimioluminiscencia, aparecen en el
semen de 40 % de los pacientes infértiles, sin embargo, en los hombres fértiles no se presenta
este hallazgo (Alba y col., 2000).

A pesar de que el ADN es un blanco biolégico importante para las ERO, el O,° es realmente
poco reactivo con el ADN. Sin embargo, la mayor parte de los radicales O,° sufren un
proceso de dismutacion dentro de las células. Este proceso, que puede ser de naturaleza
quimica o enzimatica, generando H,0,, que por si mismo presenta una actividad de oxidacion
muy baja hacia la mayor parte de las biomoléculas. En presencia de metales de transicion
reducidos, en particular de Fe** o Cu®*, el H,0, es convertido, mediante la reaccién de Fenton,

en el OH’que tiene un poder altamente oxidante.

El OH" es muy reactivo Yy tiene la capacidad, no solo de abstraer 4tomos de hidrégeno de la
molécula de ADN, sino también de pegarse a las bases nitrogenadas formando aductos, lo cual
produce una gran diversidad de dafios. EI OH" se genera también por radiolisis del agua
inducida por rayos X y y. Otra molécula oxidante que puede propiciar dafio en el ADN es el
peroxinitrito (ONOO-), un producto de la reaccion del 6xido nitrico (NO#) con el O,. El dxido
nitrico es un radical libre sintetizado durante la oxidacién del aminoacido L-arginina. Esta
reaccion es catalizada por la enzima 6xido nitrico sintetasa. Es importante aclarar que el 6xido
nitrico y el O,°" se producen al mismo tiempo dentro de los macréfagos, generando niveles
elevados de ONOO- en células inflamatorias activadas. Algunos autores han sugerido que este
mecanismo es un posible nexo entre la inflamacién y la induccién de mutaciones. El 'O,
parece tener un papel importante en varios sistemas bioldgicos, y podria generar dafio oxidante

en una gran variedad de blancos biologicos, incluyendo membranas y al ADN.
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2.2.2. Dafio a espermatozoides por lipoperoxidacion

La importancia de las ERO es que pueden causar oxidacién en moléculas bioldgicas, entre las
que encontramos los fosfolipidos de membrana (lipoperoxidacion) (Figura 3) y el ADN
(fragmentacion); pudiendo ser extremadamente toxicas para el espermatozoide en
concentraciones elevadas, lo que sugiere un importante papel del estrés oxidante como causa
de infertilidad masculina (Arenas-Rios, 2009). El proceso de lipoperoxidacion, afecta
enormemente a las membranas bioldgicas debido al gran contenido que tienen de fosfolipidos,
siendo en importante proporcion conformados por acidos grasos poliinsaturados, que son muy
vulnerables a la peroxidacion (Figura 3); esta vulnerabilidad se debe a que los enlaces dobles
carbono-carbono que debilitan la unidn carbono-hidrégeno del atomo de carbono vecino. El
radical hidroxilo (OH") al atacar los acidos grasos insaturados, sustrae un atomo de hidrégeno
y crea un nuevo radical, el cual es estabilizado por un rearreglo interno que produce un dieno
conjugado, que a su vez reacciona rapidamente con O, para dar un radical peroxilo (ROO’);
este Gltimo puede atacar a un lipido vecino, sustrayendo un a&tomo de hidrégeno, para producir
un hidroperdxido y un nuevo radical. Los hidroperdxidos lipidicos son estables en estado puro,
pero en presencia de metales de transicion se descomponen dando un radical alcoxilo. Tanto
los radicales peroxilos como alcoxilos estimulan la reaccién en cadena, al sustraer atomos de
hidrogeno de otros lipidos. (Arenas 2004., Ambriz y col., 2012).
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Figura 3. Mecanismos propuestos del estrés oxidante en espermatozoides. Tomado de Ambriz y

colaboradores, (2012).

Se ha relacionado la lipoperoxidacion como causa principal de la disminucién en la movilidad

del espermatozoide (Neil y col., 1992), lo que ha hecho suponer, que la disminucién en la

movilidad presente en los hombres obesos puede ser debida al estado oxi

dante anormal en el

tracto reproductor masculino, que también pudiera provocar una elevada fragmentacion del

ADN (Michalakis y col. 2013).
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2.2.3. Dafio al espermatozoide por fragmentacion al ADN

El ADN es una molécula muy larga, que en su estructura tiene apariencia de doble hélice y su
estructura primaria esta formada por desoxirribonucle6tidos, compuestos de tres diferentes
subunidades: una base nitrogenada, una molécula de azlcar (desoxiribosa) y un grupo fosfato;
unidos por enlaces fosfodiéster a través de la union del grupo 3’-OH hidroxilo del segmento
del azhcar de un desoxirribonucledtido con el grupo 5’-hidroxilo del azicar adyacente. La
parte variable de la molécula, es su secuencia de bases. EI ADN contiene cuatro tipos de pares
de bases; dos pdricas: adenina (A) y guanina (G), y dos bases pirimidicas: citosina (C) y
timina (T). El esqueleto de ADN esta compuesto de desoxirribosas, la presencia de varios
grupos fosfato le confiere una carga sustancialmente negativa, dado que los grupos fosfato se
encuentran ionizados a pH fisioldgico, de modo que los cationes metalicos como Na*, K*, y
los iones de H y Co pueden unirse al ADN. En una molécula de ADN, dos cadenas
antiparalelas que son complementarias en su secuencia de nucle6tidos estan apareadas en una
estructura de doble hélice con un giro hacia la derecha, formando aproximadamente 10
apareamientos de bases por cada giro helicoidal. Las bases puricas y pirimidicas se encuentran
orientadas hacia el lado interior de la hélice, mientras que las unidades de fosfato y de
desoxirribosa se orientan hacia el exterior. Las dos cadenas se mantienen unidas gracias a la
formacion de puentes de hidrogeno entre los pares de bases. La A se une con la T mediante
dos puentes de hidrogeno (A=T), y la guanina con la citosina mediante tres puentes (G=C). La
secuencia u ordenamiento preciso que tienen las bases es lo que confiere la informacion
genética y puede ser traducido para sintetizar proteinas, o puede copiarse (duplicacion) para

heredarse a la siguiente generacién celular (Konigsberg y col., 2008).

Entre las diversas, moléculas afectadas por el estado prooxidante en la célula, el ADN es de
singular importancia, ya que esta molécula es la que conlleva la informacion genética, ademas
de que solo esta presente en una unica copia en cada célula. Las ERO y nitrégeno producen
diferentes tipos de dafio al ADN, como dafios a las bases, azucares, entrecruzamientos de

proteinas con ADN, asi como rupturas de doble cadena y cadena sencilla.

14



La G es la base nitrogenada que presenta el potencial de ionizaciébn mas bajo entre los
componentes de los &cidos nucleicos, por tanto, es la base mas susceptible de ser oxidada por
diferentes componentes oxidantes como los OH’, 'O, y el ONOO". La guanosina tiene dos vias
principales de descomposicion que comprenden la adicion inicial de un OH’en los carbonos
C4 y C8 del anillo de las purinas. (Figura 4) (Konigsberg y col., 2008).
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Figura 4. Modificaciones principales de los segmentos de guaninas del ADN por radicales hidroxilos.
La adicion del radical OH" al C4 del segmento de guanina del ADN (1) genera dos productos de
oxidacion principales: 2,2-diamino-5-[2-desoxi-b-D-eritro-pentafuranosil amino]-5(2H)- oxazolona (8)
Yy Su precursor 2-amino-5-[2-desoxi-b-D-eritro-pentafuranosil amino]-4H-imidazol-4-ona (7). La
adicion de radical OH" al C8 del segmento de guanina conlleva a la formacién del 8-oxo-7,8-dihidro-
2 -desoxiguanosina (8-oxodGuo) (9), asi como del 2,6-diamino-5-for-mamido-4-hidroxipirimidina
(FAPY-Gua)(10). (tomado de: Konigsberg y col., 2008)

Gogol y cols (2002) determinaron el dafio al ADN usando la técnica de naranja de acridina por
citometria de flujo, de un grupo de conejos NZB de diferentes edades, desde los 5 meses y
hasta los 28 meses de edad. reportando un dafio al ADN (COMP a) ( que es el parametro que
analiza el porcentaje de espermatozoides fuera de la poblacion principal tendientes a la
fluorescencia roja y que son los que presentan dafio al ADN) de 3.2 % a los 5 meses de edad,

1.7 % a los 6 meses, 1.9 % a los 10 meses, 2.4 % a los 13 meses, 3.2 % a los 5 meses, 1.8 % a
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los 16 meses, 2.7 % a los 20 meses, 2.7 % a los 24 meses y un 2.8 % a los 28 meses
encontrando una gran variabilidad entre individuos y en los mismos a diferentes edades,
aunque se sugiere que los espermatozoides de conejo de NZB son muy resistentes a la
fragmentacion del ADN. Destacando la variabilidad obtenida para el conejo NZB y que no se
correlacion6 a la edad con la fragmentacion del ADN (Gogol y cols, 2002). Love (2005)
determind el dafio al ADN de caballo utilizando la técnica de naranja de acridina por
citometria de flujo, encontrando una relacién negativa entre la fragmentacion del ADN
(COMP a.¢) y la capacidad fertilizante (pc). Reportan un COMP a  del 10% con una pc del
60%, un COMP a ¢ del 20% con un pc del 50% y un COMP a ¢ del 40% con un pc del 35%.
Argumentan que el dafio al ADN no esta correlacionado directamente en proporcion con la pc
del caballo, aungue, en esta especie es evidente el gran valor que presenta en el dafio al ADN
(COMP ay).
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2.2.4. Técnica del &cido tiobarbiturico para la determinacion de oxidacion en membranas

Para el dafio a membranas producido por lipoperoxidacion es utilizada la técnica del &cido
tiobarbiturico (TBA), que cuantifica la produccion de malondialdehido (MDA) mediante un
método colorimétrico, siendo el MDA uno de los subproductos de este proceso de degradacién
en las membranas celulares (Alvarez y Storey., 1982). EI MDA es un dialdehido de tres
carbonos, con grupos carbonilo en los carbonos C1 y C3 (Angelo, 1996). La reaccion implica
al acido 2-tiobartdrico con el MDA (figura 5), produciendo un compuesto de color rojo,
medido espectrofotométricamente a 532 nm de longitud de onda (de acuerdo con la
metodologia la longitud de onda puede variar, situandose alrededor de 500 a 550 nm). La
formacion del compuesto de TBA-MDA es en una proporcion de 2:1 y es posiblemente
iniciada en un ataque nucleofilico del C5 del TBA y el C1 del MDA, seguido de una
deshidratacion en reaccion similar subsecuente de un compuesto intermediario con una
segunda molécula de TBA en una proporcién de 1:1 (Nair y Turner, 1984). La cuantificacion
del MDA se hace a partir de curvas de calibracion construidas con concentraciones conocidas
de MDA. Los patrones mas frecuentemente utilizados son el 1,1,3,3,-tetrametoxipropano
(TMP) vy el 1,1,3,3,-tetraetoxipropano (TEP) que en condiciones &cidas de prueba sufren
hidrolisis, resultando en la liberacion de MDA. Los resultados pueden ser expresados en
unidades de absorbancia por unidad de masa de la muestra o “Valor TBA” o “nimero TBA”,

definidos como la masa en mg o ng de MDA por kg o g de muestra (Osawa y col, 2008).
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Figura 5. Reaccion de la prueba de TBA entre el &cido 2-tiobarbitarico y el MDA, formando un
compuesto color rojo, medido espectrofotométricamente a 532 nm (tomado de: Osawa y col, 2008).
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2.2.5 Técnica de naranja de acridina y sus caracteristicas de fluorescencia para

determinar fragmentacion del ADN

La capacidad Unica del naranja de acridina (AQO) de tefiir los acidos nucleicos con diferentes
conformaciones deriva del hecho que este colorante metacromatico muestra un cambio en la
absorcion y emision de su espectro cuando se une a ADN de cadena doble o sencilla (Tabla 1).
La AO se une al ADN de doble cadena por intercalacion y esta forma de fluorescencia esta en
el espectro del verde cuando es excitado por luz azul. La méxima absorcién del AO unido por
intercalacion al ADN es de 500 a 506 nm y su emisién es de 520 a 524 nm; esto es una clasica
emision de fluorescencia, con una vida corta (5-ns). La interaccion del AO con el ADN de
cadena sencilla es mas complicada, un proceso de varios pasos inicia cuando se intercala el
AO con las bases vecinas, se da la neutralizacion de la carga del polimero por los cationes del
AO, después se da una condensacion y aglomeracion de los productos. La reaccion de
condensacién es altamente cooperativa. En el producto final el AO esta intercalado con las
bases de ADN formando aglomerados de AO-ADN, esta forma mas sélida tiene la virtud de
estar mas protegida hasta cierto punto de la interaccion con las moléculas de oxigeno y agua.
El espectro de absorcion del AO en este caso de estado precipitado es desplazado hacia el
azul, en comparacion con el estado intercalado con una absorcion maxima entre 426-458 nm.
La emisién del AO precipitado varia entre los 630 y los 644 nm dependiendo de la
composicion de las bases. El tiempo de vida de la emision roja a temperatura ambiente es de
menos de 20 ns (Darzynkiewicz y col, 2004).
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Tabla 1. Caracteristicas espectrales de la naranja de acridina como colorante del ADN.

Colorante o Maéaxima Excitacion Maéaxima Filtros long-pass o
complejo absorcion (nm) | recomendada emision (nm) band-pass
(nm) recomendados

Naranja de 492 525
acridina
(AO)(mondmero)
AO-ADN cadena 502 488 520-524 520 + 15
doble
(intercalado)
AO-ADN cadena 426-458 457 630-644 > 640

sencilla

(precipitado)
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3. JUSTIFICACION

El sobrepeso y la obesidad tienen grandes efectos sobre la salud y la capacidad de
reproduccion en humanos, una de las propuestas de dafio en la reproduccion es el causado por
el estrés oxidante que se ve incrementado por el estado crénico de inflamacién tipico del
sobrepeso y la obesidad (Teerds y col., 2011). Los espermatozoides y sus procesos fisiologicos
son altamente sensibles al estrés oxidante, viéndose disminuidos parametros
espermatobioscdpicos como la movilidad, la viabilidad, la concentracion, la morfologia, el
estado de compactacion nuclear, el estado redox y el estado de fragmentacion del ADN
nuclear. Sin embargo, el conocimiento de los mecanismos bioquimicos que causan estos
cambios no han sido reportados, por otro lado, los estudios se han realizado en sujetos que
asisten a clinicas de fertilidad, existiendo un sesgo poblacional de muestreo, por lo que es
importante el estudio en poblacion abierta o a través de un modelo animal accesible para la
induccion del sobrepeso y la obtencién de muestras seminales como el conejo NZB, que
permita determinar si existe un dafio a la membrana del espermatozoide y un efecto de

fragmentacion o descompactacion sobre el ADN.
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4. HIPOTESIS

El sobrepeso en el conejo NZB, provocard dafio (fragmentacién) en el ADN vy

lipoperoxidacion en la membrana del espermatozoide.

5. OBJETIVO

Determinar dafos en el espermatozoide del conejo NZB, provocados por sobrepeso tales como

la fragmentacion en el ADN y la lipoperoxidacién de la membrana.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Inducir sobrepeso en el conejo NZB administrando una dieta hipercalérica.

Determinar si hay alteraciones en la concentracion, viabilidad, movilidad y morfologia en

espermatozoides eyaculados de conejos con sobrepeso.

Evaluar la fragmentacion y la descompactacion del ADN nuclear en espermatozoides

eyaculados de conejos con sobrepeso.

Evaluar la lipoperoxidacion en la membrana en espermatozoides eyaculados de conejos con

sobrepeso.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Grupos experimentales e induccion de sobrepeso en conejo NZB

Se utilizaron 16 conejos NZB, desde los 35 dias de vida, mismos a los que se les acondicion6
un espacio en La Granja de Produccion Animal, perteneciente a la UAM lztapalapa, en
condiciones Optimas de alimentacion, suministro de agua, condiciones de luminosidad natural
y espacio individual necesarios. Los animales fueron alojados en jaulas con medidas de 88 x

40 x 60 cm, con dos espacios por jaula.

Se formaron dos grupos de conejos NZB, uno fue usado como control (normopeso) (n=4) y el
otro para induccién de sobrepeso (n=12). En el grupo de sobrepeso se dio un tratamiento para
generar sobrepeso por medio de una dieta hipercaldrica (3.2 Mcal/kg) conteniendo aceite
vegetal comestible marca “Aurrera” (el cual se caracteriza por ser ampliamente utilizado y
contener grasas poliinsaturadas principalmente compuestas por acido linoléico (omega 3) y
acido linolénico (omega 6)) + alimento comercial marca “Malta Clayton” con una proporcion
de 120 g + 12 mL respectivamente, administrandose diariamente y con un suministro de agua
ad libitum y en el grupo control (normopeso) se mantuvieron en una dieta de 150 g diarios
(recomendado para sementales) de alimento comercial de la misma marca (2.8 Mcal/kg) ( el
alimento se reporta con un contenido minimo de: proteina 16.0%, grasa 2.5% y E.L.N del 43.5
%, con un maximo de: humedad 12%, fibra 16 % y cenizas del 10 %). En el presente trabajo
se alcanzé el sobrepeso de los conejos, respondiendo al tratamiento 6 individuos de los 12
iniciales y fueron usados 4 para estudiar el sobrepeso. Como criterios de inclusion se
utilizaron los animales que alcanzaron el mayor peso con respecto al grupo normopeso y que
cumplieran con una adecuada calidad en los parametros espermatobioscopicos. Los individuos

fueron pesados mensualmente para llevar a cabo el control de la induccion de sobrepeso.
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7.2. Obtencidn de muestras seminales

A partir del quinto mes y hasta el séptimo mes de edad, los machos fueron entrenados para la
obtencién del semen usando una vagina artificial y una hembra receptiva como estimulo
sexual, con el fin de lograr el condicionamiento de los machos al manejo durante la toma de
muestras seminales. La toma de las muestras seminales se realizo a los 26 meses (812 dias)

para la fase experimental de este estudio.

La vagina artificial consta de un cuerpo semi-rigido y un revestimiento interno o camisa (latex
0 goma). La temperatura interna para la coleccion del semen fue entre 45-50°C en la vagina
artificial. Para obtener los eyaculados de la manera mas higiénica y rapida posible, se
utilizaron tantas vaginas y tubos colectores como eyaculados se obtuvieron al dia. El ritmo de
extraccion de semen utilizado fue de dos extracciones por macho por semana. Para la colecta

de los eyaculados se uso6 un tubo eppendorf de 2 mL (Magapor, 2012).

7.3. Procedimiento de lavado de espermatozoides

A la suspensidon de espermatozoides se le afiadieron 500 pL de solucion “Ringer” (solucién de
lavado: 95 mM Nacl, 5mM KCI, 1.7 mM CaCl,, 1.1 mM KH,PQ,, pH 7.2), y se centrifugo a
500 g por 5 minutos. Se retird el sobrenadante y el paquete se suspendié con 1 mL de solucion

de lavado, y centrifugd nuevamente a 500 g por 5 minutos.
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7.4. Concentracidn espermatica

Dilucién: 1:100, 5 puL de semen y 995 uL de agua destilada. Se agité la muestra en un tubo
eppendorf. Se agregaron 15 pL en cada lado de la camara de Neubauer y se dejé reposar 1
minuto para que las células sedimentaran y se contaron al microscopio éptico con un aumento
de 400.

Si los espermatozoides se encuentran entre las lineas, solo se cuentan si se encuentran en el

lado superior izquierdo como lo muestran las flechas (Figura 6).

4

Figura 6. Sitios de la reglilla de la cAmara de
Neubawer, que indican los lugares donde deben
ser contados los espermatozoides.

Para determinar la concentracion de espermatozoides en millones por mL, se cuantificaron 5
cuadros por reglilla (10 cuadros en total) y se obtuvo la suma de estos, las sumas de las dos
reglillas se promediaron y este resultado se dividid entre el factor de 0.4 (correspondiente a la
dilucion 1:100) y el resultado se expresé en millones de espermatozoides por mL (X10%/mL)
(WHO, 2012).
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7.5. Viabilidad espermatica

Se tom¢ una alicuota de 5 pL de semen y se afiadieron 5 pL de eosina-nigrosina (eosina 1% y
nigrosina 10% en agua destilada, proporcion 2:3 (vol. / vol.) diluida en citrato de amonio). Se
colocd en un portaobjetos. Se realizaron frotis. Se secaron a la flama del mechero, para evitar
la formacion de cristales, teniendo cuidado de sobrecalentar la muestra. Se observaron al
microscopio optico a 400 aumentos contando 100 espermatozoides, diferenciando entre vivos
(no tefiidos) y muertos (tefiidos) (WHO, 2012).

7.6. Porcentaje de movilidad masal

La movilidad masal es el tipo de movimiento grupal que se puede apreciar en una muestra de

semen a bajo aumento (100 aumentos).
Se colocaron 5 pL de semen en el portaobjetos y se observé a 100 aumentos.
Se realiz6 la observacidn distinguiendo las categorias siguientes:

Categorias de movilidad masal

0 inmoviles.

1 poco movimiento.

2 movimientos en forma de “olas”.

3 movimientos en forma de
“remolinos”.

Se reportan los porcentajes por categoria de movilidad masal.
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7.7. Porcentaje de movilidad individual

Se colocaron 5 pL semen y 5 pL de “Ringer” en el portaobjetos y se observd a 400 aumentos

utilizando un cubre objetos.

Se contaron 100 espermatozoides distinguiendo las siguientes categorias de movimiento

individual:

0 inmdviles
1 movimiento progresivo

2 movimiento no progresivo

El porcentaje de movilidad se reporta sumando el movimiento progresivo y el movimiento no

progresivo.

7.8. Morfologia espermatica

Se realizd con base a la técnica de tincién de Papanicolaou para espermatozoides. Se tomé una
alicuota de 10 pL y 10 pL de solucién fijadora, se colocaron en un portaobjetos y se realiz6 un
frotis que se dejé secar por 5 minutos. Se aplicd la siguiente corrida de tinciones: Solucion
Papanicolaou 1 (45 segundos), enjuague con agua corriente, alcohol amoniacal (2 minutos),
alcohol al 70%, alcohol al 96%, solucion Papanicolaou 2 (1 minuto), alcohol al 96% (x2),

solucion Papanicolaou 3 (1 minuto), alcohol al 96%, alcohol al 100% y por altimo xilol 5%

Se depositd una gota de entellan sobre un cubreobjetos que fue aplicado sobre el portaobjetos
en xilol, la muestra se dejé secar por 24 horas. Se observaron al microscopio (400 aumentos)

en campo claro. Se determind la morfologia espermatica siguiendo los criterios:

Categorias de Morfologia espermaética:
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A) Normales

B) Defectos de cabeza

C) Defectos de cuello y pieza media
D) Defectos de cola

E) Residuos de gota citoplasmatica

Se reportan los promedios de los valores de los parametros correspondientes al analisis

espermatobioscopico.

7.9. Dafo oxidante (lipoperoxidacion) en la membrana espermatica

Para evaluar el dafio oxidante a la integridad de la membrana espermatica se utilizo la técnica
del acido tiobarbitdrico; especificamente se cuantifico la concentracion de malondialdehido
(MDA) mediante un método colorimétrico descrito por Alvarez y Storey (1982) modificado.
Para el presente estudio se utilizaron muestras de espermatozoides de los grupos normopeso y
sobrepeso de los conejos hasta completar una muestra de 12 determinaciones de MDA para
cada grupo (3 muestras por individuo). Se utilizaron alicuotas de 70 x10° espermatozoides en
una solucién de medio Brackett (112 mM NaCl, 4.02 mM KCI, 0.52 mM MgCl,, 0.83 mM
NaH,PQO4, 1.25 mM Piruvato de sodio, 2.25 mM CaCl,, 37 mM NaHCO;3; y 13.9 mM Glucosa)
en 500 pL. y se efectud el siguiente proceso para cada muestra: Se agregaron 125 pL acido
tricloroacético 35% y se incubaron a 4° C por 15 minutos, se centrifugaron a 1750 g por 15
minutos, se tomaron 375 pL sobrenadante méas 125uL acido tiobarbitdrico 75%, se incubaron
a 100° C (ebullicion) por 15 minutos, se incubaron a 4° C por 15 minutos, se agregaron 1.5

mL de n-butanol y se mezclaron con vortex por 30 segundos, se centrifugaron a 2100 g por 15
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minutos (el paso de butanol es descrito por Ginter, 1992) y se cuantifico el sobrenadante con
un espectrofotdbmetro de luz UV-visible marca Shimadzu modelo UV-1601PC vy realizando la

lectura a 532nm.

Para hacer la curva patron de MDA se utilizd al tetrametoxipropano (TMP) en 6

concentraciones (0, 1, 2, 3, 4y 5 nM) y se prepar6 como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Método de elaboracion de la curva patrén con tetrametoxipropano. Se muestran las
concentraciones de las substancias, las cantidades, tiempo para cada paso, las g utilizadas y el intervalo
de lectura en nm.

Tubo | [TMP] | TMP | Brackett ATC | ATB Incubacion | Hielo Butanol Centrifugacion D.O
nm uL puL 35% | 0.75 100°C mL 2100 g 15min 532nm
puL Y%L
1 0 0 250 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
2 0 0 250 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
3 1 50 200 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
4 1 50 200 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
5 2 100 150 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
6 2 100 150 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
7 3 150 100 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
8 3 150 100 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
9 4 200 50 125 125 15 min 15min | 15 15 min
10 4 200 50 125 125 15 min 15min | 15 15 min
11 5 250 0 125 125 15 min 15min | 1.5 15 min
12 5 250 0 125 125 15 min 15min | 15 15 min

Para los resultados se interpold la concentracion de MDA en base a la ecuacién de regresion
lineal resultante de la curva patron de TMP. Para el presente estudio se utilizd para el dafio
oxidante (lipoperoxidacion) en la membrana espermatica en muestras de cada animal (grupo

normopeso Yy grupo sobrepeso), elaborando la cuantificacion de MDA por duplicado.
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7.10. Dafio en el ADN con naranja de acridina por citometria de flujo

Para la determinacion del dafio al ADN se utilizd la técnica de naranja de acridina por

citometria de flujo propuesta por Villaverde y colaboradores. (2013), modificado.

Se lavaron las muestras con un “buffer TNE” (0.01 M TRIS-HCL, 0.15M NaCl y 1mM
EDTA. pH 7.4) por centrifugacion a 500 g (2 lavados). Se elaboraron alicuotas de 3 x10° de
espermatozoides. Se realizé una fijacion y permeabilizacion de membrana en metanol por 90
minutos. Se lavaron por centrifugacion a 500 g utilizando el “buffer” de TNE. Se hizo una
tincion con naranja de acridina por 30 minutos (naranja de acridina 10mL (10ug/mL) + 40 mL
acido citrico 0.1 M + 2.5 mL fosfato de sodio dibasico heptahidratado 0.3 M) agregando 1 mL
al paquete resultante del lavado. Se realiz6 una suspension de las células con ayuda de la

micro pipeta, realizando el pipeteo varias veces.

Se utilizé un citometro de flujo de la compafia Becton Dickinson, modelo FACScan, con un

laser azul de argon de 488 nm.

Como resultados de esta técnica los espermatozoides con ADN estado nativo (doble cadena)
presentaron fluorescencia en verde, mientras que los que presentaron fluorescencia en naranja,

amarillo o rojo presentaron ADN con dafio.

En la adquisicion de las muestras se realizd el ajuste de los parametros del citdmetro
utilizando una muestra de un conejo normopeso para obtener el comportamiento basal de las
muestras y la autofluorescencia de las células. Se adquierieron las muestras utilizando estos
ajustes. Se ajusto la lectura en el citdbmetro, especificamente en los fotodetectores: FL1 (Verde
ADN nativo) y FL3 (rojo; ADN dafiado). Se adquirieron 15000 células por muestra. El
analisis de los datos se realizo utilizando el Flowing Software 2, se selecciono la poblacién
celular en un gréfico de puntos de FL1 vs FL3 y se elabord un “gate (R-1 (figura 7))”
(seleccion de un area) eliminando el los restos celulares y los espematozoides desnaturalizados
(R-2 (figura 7)) y obteniendo los estadisticos para el indice de fluorescencia FL1

(fluorescencia verde) y FL3 (fluorescencia roja). Se calcul6 el COMP o ; que es el pardmetro

29



que analiza el porcentaje de espermatozoides fuera de la poblacion principal tendientes a la
fluorescencia roja (R-3 (figura 7)) y que se calculé utilizando la siguiente formula: (nimero de
células tendientes a la fluorescencia roja (R-3 (figura 7)) x 100)/ el ndmero total de células
analizadas(R-1 (figura 7)) con el Flowing Software 2; se calcul6 el promedio y desviacion
estandar del COMP o ; resultado de los andlisis para cada muestra normopeso n=19 y

sobrepeso n=19 y se presenta en acumulado en el grafico 4 de la seccion de resultados.
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Figura 7. Ventana de adquisicién y analisis en el Flowing Software 2 de una muestra de
espermatozoides tefiidos con naranja de acridina y analizados por citometria de flujo con el citometro
de flujo, modelo FACScan. Se calcul6 el COMP a t utilizando la siguiente formula: (nimero de células
tendientes a la fluorescencia roja (R-3) x 100)/ el nimero total de células analizadas(R-1)” con el
Flowing Software 2. Los Espermatozoides desnaturalizados y los restos celulares fueron excluidos del
analisis.
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7.11. Descompactacion del ADN con azul de anilina

La descompactacion del ADN nuclear se cuantificé con la técnica de tincidn con el colorante
azul de anilina, siendo los nucleos con mayor contenido de lisina los que dan positivo a esta
tincion y dado que las histonas tienen un gran contenido de lisina puede inferirse que no hubo
un adecuado cambio de estas histonas por las protaminas caracteristicas de un ndcleo

espermatico adecuadamente compactado (Sellami y col., 2013).

Se realizaron frotis con 10uL de semen de 12 muestras del grupo normopeso y 12 muestras
del grupo sobrepeso. Se secaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Se fijaron en metanol
porl0 minutos. Se lavaron en agua destilada teniendo cuidado de no desprender los
espermatozoides. Se secaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Se realizo la tincion con
azul de anilina (Azul de anilina acuosa (5% P/V) y 5 % &cido acético glacial. pH: 3.5) por 3
minutos. Se lavaron en agua destilada teniendo cuidado de no desprender los espermatozoides.
Se secaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Se realizaron las observaciones a 1000

aumentos al microscopio de luz. Se realiz6 un conteo de 200 células por cada muestra.

El resultado de esta técnica permite distinguir entre espermatozoides maduros (sin tefiir) e

inmaduros (con tincion presente en la cabeza del espermatozoide) (Sellami y col., 2013).
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8. Andlisis estadistico

Los pesos corporales de los animales fueron analizados con una prueba estadistica de t de
Student; para las significancias estadisticas, se consider6 una p< 0.05. El analisis estadistico se

consider6 entre los grupos (grupo normopeso Vs grupo sobrepeso).

Se utilizé un andlisis estadistico de t de Student para la fragmentacién del ADN, para el dafio
por lipoperoxidacion a la membrana y para la determinacién de la descompactacion del ADN.
Se considero una p< 0.05. El analisis estadistico se considerd entre el grupo normopeso vs

grupo sobrepeso.
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9. RESULTADOS

9.1. Peso de los grupos experimentales

Para el presente estudio se logré la obtencion del sobrepeso en los conejos (gréfico 1) en el
pesaje correspondiente a los 812 (26 meses) dias de vida, se muestra la fecha correspondiente
al pesaje de la ultima fecha en que se efectuaron los experimentos, donde se encontraron
diferencias estadisticamente significativas de aumento de peso del grupo sobrepeso (n=4) con
respecto al normopeso (n=4). Se muestran los promedios + desviacion estandar de ambos
grupos. Se registrd un valor de 4.10 £ 0.16 kg en el grupo normopeso y de 5.11 + 0.07 kg para
el grupo sobrepeso, representando el aumento entre los grupos a favor del normopeso del 24%
con una p=0.03. Se obtuvieron las muestras para el trabajo experimental desde el pesaje
correspondiente al 29 noviembre del 2013 (714 dias de vida) y hasta el 7 de marzo del 2014
(812 dias de vida) fecha en la que se realizé el ultimo experimento.

Peso de conejos Nueva Zelanda Blanco con
tratamiento de sobrepeso

6.00 *

5.00
o 4.00 O Normopeso (n=4)
X 300

B Sobrepeso (n=4)

2.00

1.00 Peso a los 812 dias de

0.00

Gréfico 1. Comparacién de los pesos de conejos Nueva Zelanda Blanco con tratamiento de
sobrepeso (dieta hipercaldrica; barra negra) y control (barra blanca). Los pesos de los grupos
experimentales corresponden a los valores de: 4.10 £ 0.16 kg en el grupo normopeso y de 5.11
+ 0.07 kg para el grupo sobrepeso, representando el aumento entre los grupos a favor del
normopeso del 24% con una p=0.03 (*). Este grafico corresponde a la ultima fecha (812 dias
de vida) en que se realizaron los Ultimos experimentos. La n del experimento fue de 4
animales por grupo.
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9.2. Anélisis espermatico

En los resultados de los andlisis espermatobioscopicos (tabla 3) de los grupos normopeso y
sobrepeso no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Los parametros
presentaron los siguientes valores (tabla 3): volumen seminal de los grupos normopeso (0.92 +
0.26 mL) y sobrepeso (0.95 + 0.40 mL); en la determinacion de la movilidad masal
espermatica 0 movilidad grupal los resultados tienen los valores de 2.75 + 0.44 para el grupo
normopeso y de 2.0 £ 0.78 en una escala de 0 a 3. En la categoria general de movilidad
espermatica los pardmetros de movilidad progresiva (normopeso 31.38 + 8.93 % vs sobrepeso
21.79 £ 9.55 %) y no progresiva (normopeso 58.96 + 8.67 % vs sobrepeso 63.46 + 7.2 %) asi
como los espermatozoides inmaviles que presentaron un porcentaje en el grupo de normopeso
del 9.5 + 3.67 % en el grupo sobrepeso que presentd un 14.96 + 7.16 %, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.

La cuantificacion de la concentracion espermatica fue evaluada en millones de

espermatozoides por mililitro, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos

6 6
normopeso con 569.48 + 310.49 x10 /mL y sobrepeso con 454.17 + 236.83 x10 /mL

espermatozoides.

En la morfologia espermatica, la gota citoplasmatica que se registré fue con una incidencia del
1 % en el grupo de normopeso (con un solo caso) y en el grupo sobrepeso se registrd de gota
citoplasmatica con un valor de 1.17 + 0.41 %. No se detectaron diferencias significativas en
otros pardmetros morfoldgicos como: espermatozoides normales (normopeso 83.54 +4.79 %
vs 79.25 £ 5.07 % sobrepeso), defectos en cabeza (normopeso 1.27 + 0.46 % vs 1.41 £0.62 %
sobrepeso), defectos de cuello y pieza media (normopeso 1.79 + 2.27 % vs 1.55 + 0.83 %
sobrepeso) y defectos de flagelo (normopeso 14.57 = 5.59 % vs 18.17 £ 5.21 % sobrepeso).
En la viabilidad espermatica no se encontraron diferencias significativas, siendo los valores de

92.83 £2.16 % para el grupo normopeso y de 86.38 £ 5.8 % en el grupo sobrepeso (tabla 3).
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Tabla 3. Los resultados muestran una tendencia a ser menores en la calidad espermética en el grupo
con sobrepeso con respecto al control, sin embargo, en el analisis estadistico no se presentaron
diferencias significativas entre los grupos, con una p< 0.05. Los resultados son producto de 24

evaluaciones espermaticas de cada grupo experimental (normopeso y sobrepeso).

Parametro Normopeso Sobrepeso Estadistico t de Student p < 0.05
Volumen seminal (mL) 0.92+0.26 0.95 +0.40 Sin diferencia (p = 0.997)
Movilidad Masal 2.75+0.44 20x0.78 Sin diferencia (p = 0.557)

Movilidad Individual
Progresivo % 31.38£8.93 21.79 £ 9.55 Sin diferencia (p = 0.111)
No progresivo % 58.96 + 8.67 63.46 £ 7.2 Sin diferencia (p = 0.294)
Inmoviles % 9.5+ 3.67 1496 + 7.16 Sin diferencia (p = 0.081)
Viabilidad % 92.83+2.16 86.38 £5.8 Sin diferencia (p = 0.878)
Concentracion (x106) 569.48 + 310.49 454.17 + 236.83 Sin diferencia (p = 0.757)
Morfologia
Normales 83.54 +4.79 79.25 £ 5.07 Sin diferencia (p = 0.389)
A) Defectos de cabeza % 1.27 £ 0.46 1.41+0.62 Sin diferencia (p = 0.878)
B) Defectos de cuello y
1.55+0.83
pieza media % 1.79 +2.27 Sin diferencia (p = 0.703)
C) Defectos de flagelo % 14.57 £5.59 18.17£5.21 Sin diferencia (p = 0.699)
1 117+0.41 Sin diferencia (sin valor)

D) Gota citoplasmatica %
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9.3. Dafio oxidante (lipoperoxidacion) en la membrana espermatica

Para la determinacion de la lipoperoxidaciéon se  elabor6 una curva estandar de
malondialdehido (MDA) (grafico 2), wusando concentraciones crecientes de
tetrametoxipropano (TMP). La ecuacion lineal obtenida de la curva estandar se utilizd para
inferir las concentraciones de las muestras problema a través del despeje de esta ecuacion de
las absorbancias obtenidas de las muestras de 70 millones de espermatozoides para cada
cuantificacion. Se elabord una curva estandar de MDA para cada experimento, evitando asi

posibles errores en la cuantificacion del MDA.

Curva estandar de malondialdehido (MDA)
0.6
y =0.0724x + 0.0712
_ 05 R?=0.9989
E t
[ =4 .
N 04 R
E ..-d"é.'.‘
g 03 e
£ e
] Y L
o M.,.--Q"
< 0.1 ...._...
[ 3
0
0 1 2 3 4 5
Hidrdlisis acida de tetrametoxipropano (TMP) (0-5 nmol/mL).

Grafico 2. Curva estandar de malondialdehido. La absorbancia (medida a 532 nm) es producto de la
hidro6lisis &cida de tetrametoxipropano (TMP) (0-5 nmol/mL). Cada punto representa el promedio +/-
desviacion estandar de 4 determinaciones. El promedio de la suma de todas las curvas, nos arrojé un
valor de R? de 0.9989, y dado que para el caso de la R? existe una dependencia funcional lineal cuando
esta se acerca a 1, los resultados nos indican gue nuestras curvas estandar fueron confiables.
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Los resultados del gréfico 3 reportan la cuantificacion obtenida de la produccién de MDA,
producto de la lipoperoxidacién de espermatozoides de los conejos con y sin sobrepeso, se
cuantifico este parametro a partir de alicuotas de 70 millones de espermatozoides para cada
muestra problema de los dos grupos de conejos. Los resultados de la cuantificacion de MDA
en espermatozoides de los conejos no presentaron diferencias estadisticamente significativas
obteniendo una valor de p=0.537. Los resultados muestran un valor de MDA para el grupo con
sobrepeso de 0.017 nmol/mL MDA (x 0.04 error estandar) y el grupo normopeso presentd
0.028 nmol/mL de MDA (x 0.10 error estandar). Se utilizd el error estandar debido a la
dispersion que presentaron los datos, y asi, hacer una apreciacion mas adecuada en el gréafico
3.

Determinacion de la lipoperoxidacién en
espermatozoides de conejo Nueva Zelanda Blanco,
con y sin sobrepeso

0.40 -
—
£ 035 -
~
o 030 1 O Normopeso (n=12)
g 0.25 B Sobrepeso (n=12)
<{ 0.20 -
a
S 0.15 -

0.10

Gréfico 3. Resultados de cuantificacion de MDA en muestras de conejos con sobrepeso y normopeso,
se presenta el error estandar. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos
con una p=0.537.
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9.4. Dafo al ADN determinado con naranja de acridina por citometria de flujo

Los resultados del analisis de los datos obtenidos del citdmetro de flujo (FACScan de BD) con
la técnica de tincion por naranja de acridina se expresan en el grafico 4. Para el presente
andlisis se calculd6 el COMP o ; que es el parametro que analiza el porcentaje de
espermatozoides fuera de la poblacion principal tendientes a la fluorescencia roja (ADN
dafiado) y que se calculé utilizando la féormula de: (nimero de células tendientes a la

fluorescencia roja x 100)/ el nimero total de células analizadas.

Los resultados presentaron un COMP a.; de 2.14 £ 0.92 para el grupo normopeso y del 2.48 £
1.06 en el grupo sobrepeso, no encontrdndose diferencias estadisticamente significativas
(p=0.883) entre los grupos.

Porcentaje de espermatozoidesl fuera de la
poblacion principal (COMP a,) de conejo Nueva

500 - Zelanda Blanco, con y sin sobrepeso.

450 -
& 400 -
a 3:50 1 ONormopeso (n=19)
= i(s)g i m Sobrepeso (n=19)
Q +-Y
O 2.00 -

1.50 -

1.00 -

0.50 -

0.00

Grafico 4. Determinacion del dafio al ADN en espermatozoides de los conejos, con y sin sobrepeso.
Las barras representan el promedio + DS del COMPa. t (porcentaje de espermatozoides fuera de la
poblacién principal tendientes a la fluorescencia roja (ADN dafiado)). No se encontraron diferencias
(p=0.883) entre grupos. La n total fue de 38 determinaciones, 19 por grupo.
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9.5. Descompactacién del ADN determinado con azul de anilina

La descompactacion del ADN nuclear se cuantificd con la técnica de azul de anilina, siendo
los nucleos con mayor contenido de lisina los que dan positivo a esta tincion y dado que las
histonas tienen un gran contenido de lisina puede inferirse que no hubo un adecuado cambio
de estas histonas por las protaminas caracteristicas de un nicleo esperméatico compactado. Los
resultados (Grafico 5) muestran una diferencia estadisticamente significativa con un valor de
p=0.002 a favor (aumento) del grupo de conejos con sobrepeso presentando 1.58 % * 0.23 con

respecto al grupo normopeso de 0.63 % + 0.18.

Determinacion de descompactacién del ADN en
espermatozoides de conejo NZB con y sin sobrepeso
2.00 -
1.80
1.60 -
1.40 -
1.20 A O Normopeso (n=12)
1.00 -
0.80 - T W Sobrepeso (n=12)
0.60 -
0.40 -
0.20 -
0.00 -

*

Porcentaje de

espermatozoides
descompactados

Gréfico 5. Resultados de la cuantificacion de la descompactacion del ADN con azul de anilina
en muestras de conejos con sobrepeso y normopeso, se presenta el promedio con desviacion
estandar del porcentaje de descompactacion.. Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (*) entre grupos con una p=0.002.
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10. DISCUSION

Los reportes de la literatura especializada correlacionan al sobrepeso y la obesidad con la
disminucion de la calidad espermética y la fertilidad masculina. Sin embargo, la mayoria de
los reportes y estadisticas surgen de estudios cuyos datos se obtienen de clinicas de fertilidad
utilizando una estricta seleccion de los individuos con criterios de inclusion especificos, dando
como resultado que el muestreo no corresponde a la poblacion. Solo los individuos que ya
presentan un problema reproductivo son considerados, y de estos, los que presentan obesidad,
fueron tomados en cuenta para estudios de la relacion de la obesidad con la reproduccion
masculina, encontrando que son estos individuos los que tienen un mayor estado de afectacion
en la calidad espermatica, con respecto a un grupo de hombres que no presentaron problemas

reproductivos (Hammoud y col., 2008; Fariello y col., 2012).

Por otro lado, en estudios que utilizan modelos animales de obesidad, se encuentran al conejo,
la rata, y raton. En ratones con una dieta alta en grasa, se logra la obesidad y a su vez, una
disminucion en la movilidad y aumento en la fragmentacion del ADN espermatico (Bakos y
col. 2010); por otro lado, en estudios hechos por Vigueras-Villasefior y colaboradores (2009),
se reportan en ratas Sprague-Dawley macho, sometidas a una dieta alta en grasa, que solo el
50% de los animales se les pudo inducir obesidad, lo que implica un componente de
predisposicion genética al aumento de peso y obesidad, asi mismo reportan que el aumento de
peso en el grupo de la dieta alta en grasa fue de 20% y que la acumulacién de grasa en la zona
del mesenterio y el epididimo fue mayor en los individuos de la dieta alta en grasa. En ratas
Long-Evans sometidas a una dieta alta en grasa, se registré un aumento del 20 % en el peso de
las ratas con dieta hipercalérica en comparacion con las de dieta normal, la categoria de
sobrepeso es considerada como el aumento de peso en el intervalo de 10 al 25 % (Woods y
col., 2003).

Con los estudios que se han reportado en conejo, por un lado, se tiene el reporte de Saez
Lancellotti y colaboradores (2013), donde usando una dieta alta en colesterol encuentran una

disminucion en el volumen seminal, conteo espermatico, movilidad, asi como, un aumento en
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las anormalidades espermaticas; pero no inducen sobrepeso/obesidad en conejos, si no que
inducen un estado de hipercolesterolemia y en esto basan su trabajo debido a que la induccién
de sobrepeso u obesidad en conejo es dificil de lograr. Por otro lado, Zhao y Col, 2007
reportaron el incremento del 22% en el peso de conejo utilizando una dieta alta en grasa,
proponiendo que puede ser usado como un modelo adecuado para desarrollar estudios de
sobrepeso y obesidad, y que estos estudios pueden ser Utiles para la problematica del estudio
en seres humanos debido a una similitud entre las caracteristicas del sistema inmune que
comparten con el humano (Zhao y col, 2007), pero por un lado en este reporte no definen
sobrepeso u obesidad, y por otro, tampoco hacen la correlacion entre sobrepeso/obesidad y

ninguno de los pardmetros reproductivos.

En el presente estudio se obtuvo un sobrepeso en conejos NZB del 22%, y de acuerdo a lo que
se ha reportado en otras especies, y considerando al sobrepeso como una ganancia de peso de
entre el 10 y el 25% (Woods y col., 2003), se puede decir que nuestro grupo experimental de

conejos NZB cae en la categoria de sobrepeso.

De acuerdo con los reportes de los parametros espermaticos en grupos de humano, rata y raton
con sobrepeso existen resultados controversiales, donde en algunos la concentracion y la
movilidad espermatica, se encontraron disminuidas (Strain y col., 1982; Jensen y col., 2004;
Kort y col., 2006; Hammoud y col., 2008; Bakos y col., 2011; Tunc y col., 2011 y Fariello y
col., 2012), y en la morfologia espermética se encontrd6 un aumento en las anormalidades
(Hammoud y col., 2008; Shayeb y col., 2011; Kort y col., 2006). Por lo que nuestros datos se
contraponen con los reportes antes mencionados. Sin embargo, concuerdan con lo reportado
por otros autores (Qin y col.; 2007; Pauli y col. 2008; Aggerholm y col. 2008 y Chavaro y col.
2010), donde no reportan cambios en los parametros espermaticos como: concentracion,
movilidad y morfologia espermaética con respecto al grupo de sobrepeso en humano, rata y
raton. En el caso del presente estudio usando como modelo al conejo NZB, y en los casos

reportados antes, usando especies como rata, ratén y humanos.
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Lo anterior se puede explicar con los resultados obtenidos en el presente trabajo con el conejo
NZB, ya que en el grupo de sobrepeso no se encontré un aumento en el dafio a membranas, ni
fragmentacion del ADN, lo que pudiera haber provocado una disminucion en los diferentes
parametros espermaticos, debido a los efectos del sobrepeso en estas moléculas. Otra posible
explicacion de los resultados obtenidos pudiera ser que un mayor control en las variables
estudiadas esté correlacionada con el efecto sobre los parametros estudiados. Debido a este
problema son de suma importancia trabajos como el presente que colaboren a determinar el
efecto de las diversas variables que puedan estar afectando a los parametros que usualmente

son estudiados.

Aun cuando se ha reportado en humano, que la acumulacién de grasa en grandes cantidades, o
sus productos, pueden generar estrés oxidante (Dandona y col., 2005; Davi y Falco, 2005), el
desbalance entre las ERO y los antioxidantes a nivel celular estd asociado con el sobrepeso y
la obesidad (Ferranti y Mozaffarian, 2008). Se ha demostrado que el aumento en el tejido
adiposo y estrés oxidante se relaciona con la produccion y aumento en las sefiales
inflamatorias, regulacion de las adipocinas y resistencia a la insulina (Ferranti y Mozaffarian,
2008 y Alfadda y Sallam, 2012), debido a que la obesidad es catalogada como un estado de
inflamacion cronico, provocando el aumento de numero y la actividad de monocitos y
macréfagos en los tejidos (Das, 2001; Tunc y col., 2011). Mediadores activos como las
citosinas, adipocinas y moléculas quimiotacticas aumentan el estado crénico de inflamacién y
provocan una excesiva produccion de ERO (Alfadda y Sallam, 2012). Por lo tanto, el estado
de sobrepeso/obesidad puede provocar la oxidacion de lipidos, aminoacidos y carbohidratos,

asi como también dafio en el ADN a los espermatozoides (Kasturi y col., 2008).

Los espermatozoides de hombres infértiles muestran gran dafio oxidante en comparacion con
los de hombres fértiles (Kodama y col., 1997) y estas observaciones son confirmadas por
estudios in vitro con la generacion endégena de ERO que aumentan la fragmentacion del ADN
en espermatozoides (Aitken y col., 1998; Twigg y col., 1998). Kasturi y colaboradores (2008)
concluyen que el estrés oxidante puede resultar en lipoperoxidacion en la membrana del

espermatozoide y que este dafio puede disminuir su movilidad por una alteracién en el cambio
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de los iones de la membrana, y que al ser necesarios para la movilidad espermatica, esta puede
verse afectada (Rao y col, 1989).

Sin embargo, como se menciono, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
creemos que la razén por la que no se encontraron diferencias en los parametros espermaticos,
es porque el estado de sobrepeso en conejos NZB, no provoco problemas de lipoperoxidacion
y dafio al ADN de los espermatozoides. Lo anterior puede deberse, a que, de acuerdo con Cota
(2014), el estado de sobrepeso en el conejo NZB, provocé un aumento en la actividad
enzimética de la superoxido dismutasa (SOD) la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa
(GPX) en espermatozoides, esto pudiera estar actuando de manera conjunta para metabolizar
el O,” y Hy0O,. Con base en la actividad enzimatica presente en el conejo NZB se puede decir
que el espermatozoide esta interactuando con este sistema en contra de las ERO y pudiera ser
la razon por la que no se presenta un aumento de la lipoperoxidacion del espermatozoide, asi
como tampoco, fragmentacion del ADN en conejos NZB con sobrepeso. Se ha encontrado que
el potencial redox del microambiente asociado con los espermatozoides y los mismos
espermatozoides del conejo NZB, deben estar adecuadamente regulados a través de la

formacion/eliminacion de las ERO.

Se puede mencionar que el dafio al ADN nuclear del espermatozoide de conejo NZB fue bajo.
Los resultados recabados en la fragmentacion del ADN de los grupos de conejos con
normopeso Yy con sobrepeso fueron bajos con respecto a lo reportado para otras especies, sin
embargo la magnitud del resultado obtenido es semejante a lo reportado por Gogol y cols
(2002) para el Conejo NZB y en las mismas edades de los individuos (28 meses
aproximadamente). Podemos decir que el estado de fragmentacién de nuestros grupos de
conejos fue bajo y que en lo que respecta al estado de conservacion del ADN nuclear
espermatico del conejo NZB, se le considera de buena calidad. Love (2005) determing el dafio
al ADN de caballo, encontrando una relacion negativa entre la fragmentacion del ADN vy la
capacidad fertilizante (pc). Argumentan que el dafio al ADN no esta correlacionado
directamente en proporcion con el pc del caballo, aungue, en esta especie es evidente el gran

valor que presenta en el dafio al ADN. Estos antecedentes dan la pauta para poder inferir, que
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si bien, el estado de conservacion del ADN es de suma importancia, también se puede deducir

que es diferente en proporcidn entre especies.

Por otro lado, son muchos los autores que han reportado una relacion directa entre el
sobrepeso y la obesidad con respecto a la disminucién en los valores de la calidad espermatica,
sefialando como causas posibles, el aumento en la concentracion de estradiol concomitante a la
reduccion de la testosterona (Teerds y col.,, 2011), y que dado que el proceso de
espermatogénesis, espermiogénesis y maduracion epididimaria son procesos dependientes de

androgenos (testosterona), estos procesos fisiologicos se ven afectados.

En el epididimo, esta dependencia, radica, en que, la integridad funcional y la morfologia del
epididimo son dependientes de androgenos (testosterona) (Turner y col., 2003). Con la
regulacion de andrdgenos, las células epiteliales del epididimo producen diferentes proteinas,
glicoproteinas, glicolipidos y fosfolipidos (componentes del fluido del epididimo) que se
necesitan para la formacion y la supervivencia de los espermatozoides. Los productos de
secrecion se liberan en el lumen del epididimo colaborando asi con el proceso de maduracion

espermatica epididimaria (Bilinska y col., 2008).

Por lo anterior creemos que, a pesar de no haber encontrado una disminucion en los
parametros espermaticos como: la concentracion, movilidad y anormalidades morfoldgicas; al
parecer el sistema redox pareciera estar protegiendo a los espermatozoides para evitar dafios
en membranas y el ADN. Inferimos que el proceso de maduracién espermatica epididimaria,
en los conejos NZB en estado de sobrepeso, pudiera estar siendo afectada. Por un lado, Ruiz
(2014), reporta que en estado de sobrepeso en conejos NZB encontré una disminucion en la
capacidad para llevar a cabo capacitacién espermatica, proceso que se adquiere en el
epididimo como parte del proceso de maduracion (Bilinska y col., 2008). Por otro lado, con
base en lo mencionado se apoya el resultado encontrado en el presente trabajo, donde hay
aumento en el contenido de descompactacion nuclear registrado en los espermatozoides
obtenidos de conejos NZB con sobrepeso (a pesar de que el resultado es muy bajo; alrededor
del 2 %, comparado con porcentajes reportados mayores al 30% en otras especies), ya que,

ademas de la capacidad para capacitarse y llevar a cabo reaccion acrosomal, también la
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compactacion nuclear del espermatozoide (Oliva, 2006), son procesos que se relacionan con la
maduracion espermatica epididimaria. Este Gltimo punto requiere estudios mas profundos en

los procesos del epididimo con el conejo NZB y con otras especies que puedan discernir el
posible efecto del sobrepeso y la obesidad.
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11. CONCLUSIONES

Se logr6 la induccion del sobrepeso para el conejo NZB en edad adulta a través de la
administracion de un régimen alimenticio hipercaldrico. Este sobrepeso no se correlaciona con
deficiencias en la calidad espermatica entre los grupos de normopeso y sobrepeso de los

conejos de este estudio.

La compactacion nuclear de los espermatozoides de conejos con sobrepeso se vio afectada

presentando una disminucién en la compactacion nuclear.

La lipoperoxidacion espermética no se vio afectada entre los grupos de normopeso Yy
sobrepeso.

No se presentaron diferencias en la fragmentacion del ADN entre los grupos de normopeso y

sobrepeso.
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AN\ ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00018
Matricula: 2123801241
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DANO A LA INTEGRIDAD DEL ADN

¥ LA MEMBRANA DEL En México, D.F., se presentaron a las 12:00 horas del dia
ESPERMATOZOIDE DE CONEJO 23 del mes de enero del afio 2015 en la Unidad Iztapalapa
NUEVA ZELANDA BLANCO de la Universidad Autdnoma Metropelitana, los suscritos
CAUSADOS POR SOBREPESO miembros del jurado:

DE. JOSE MIGUEL BETANCOURT RULE
DRA., EDITH CORTES BARBERENA

DRA. GISELA FUENTES MASCORRO

DR. DEMETRIO ALONSO AMBRIZ GARCIA

Bajo la Presidencia del primero Y con carédcter de
£ ks Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
T S de Grado cuya denominacidén aparece  al margen, para la
i obtencidén del grado de:

MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

DE: ALEJANDRO SOTO CASTRUITA

y de acuerdo con al articule 78 fraceibtn III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdnoma Metropolitana, les miembros del jurado

: }Z,?,W _szé‘ C resoclvieron:
'ALEJANDRO SOTO CASTRUITA
ALUMNO

,L. . Z : L&?\" 0\150\‘<
REVI !

Acto continuo, 8% presidente del jurado comunicd al
interesado el resultado de 1la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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