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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del sobrepeso en los parametros
espermatobioscopicos y en procesos fisioldégicos como la capacitacidn
espermatica y la reaccién acrosomal in vitro en espermatozoides de conejo
Nueva Zeianda blanco. La dieta hipercalérica proporcionada indujo un estado de
sobrepeso al grupo experimental, al presentar un aumento de peso del 18.5%
mas comparado con el grupo control. Al evaluar la calidad seminal se pudo
observar que no fue afectada la movilidad masal, que fue de 2 y 3 (en escala de:
0 a 3), lo que se consider6 valores maximos de movilidad masal y de buena
calidad seminal; la viabilidad en el grupo con sobrepeso fue del 60 y del 75% en
el de peso normal; la movilidad progresiva, el grupo de sobrepeso no presentd
diferencia significativa con el grupo de peso normal (7 vs 65%, respectivamente);
la concentracion espermatica fue de 400 vs 500 X10° espermatozoides/ml. El
volumen seminal mostré ligeros cambios (0.6 y 0.7ml respectivamente). Ei
sobrepeso afecto la morfologia espermatica. El porcentaje de anormalidades en
el grupo normopeso fue de 19.5 + 4.9y 35 + 13.3 en sobrepeso. La capacitacion
espermatica in vitro disminuyo a causa del sobrepeso, observandose 25% en el
grupo normopeso vs 15% en el grupo testigo. La variable que mas se modifico
fue la reaccion acrosomal esponténea, que aumento hasta 39.2% mientras que
la reaccion acrosomal inducida disminuyo en el grupo de sobrepeso 25.1%
siendo las de los testigos 40.5%. En conclusion, el sobrepeso en conejos Nueva
Zelanda aumenta el porcentaje de anormalidades, ademas de gue afecta los

procesos de capacitacion y reaccion acrosomail.
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ABSTRACT

The target for the present study was to evaluate the effect of overweight in
seminal parameters and physiological processes such as sperm capacitation and
acrosome reaction in vitro in white New Zealand rabbit sperm. The provided
caloric diet induced overweight in the experimental group, presenting a rate of
18.5% more weight than the controi group. When semen quality was evaluated, it
can observed that the masal motility was not affected by overweight, because the
values in the two groups were 2 and 3, which were considered the maximum
values of masal motility and good seminal quality; the sperm viability was not
altered, the overweight group had a tendency to decrease at a rate of 60%,
against 75% of the normal weight group. The progressive motility was not altered
by overweight. The overweight group was similar to normal weight group, 70%
and 65% percentage respectively; sperm concentration was between 400 and
500 miilion sperm per milliliter. Seminal volume showed slight differences, 0.6ml
and 0.7mi respectively. The sperm morphology was affected by overweight. The
abnormalities percentage was 19.5 = 4.9 in control group and 35 + 13.3 in
overweight group. Sperm capacitation is altered because of overweight, the
percentage of capacitated sperm decreased; the value in the normal weight
~group was 25% and 15% overweight. The spontaneous acrosome reaction
increase excessively because normal weight group was 39.2% and induced
acrosome reaction decreased in overweight group 25.1%. Which lead us fo
conclude that overweight in New Zealand rabbits increase the abnormalities

percentage and affect the capacitation and acrosome reaction.




1. Introduccion

Para Jcomprender el efecto del sobrepeso y ia obesidad en la reproduccién masculina
se ha considerado hablar de la estructura del espermatozoide, ademas, del proceso de
maduracion que experimenta en el epididimo para obtener su capacidad fertilizante, y
de la capacitacion y reaccion acrosomal, dos eventos primordiales que ocurren previos
a la fertilizacion del ovocito. Posteriormente como parte de los antecedentes, se habla
del sobrepeso y la obesidad, como se ha definido y qué relacion directa existe con la

infertifidad masculina.
1.1.Estructura del espermatozoide

El espermatozoide es una célula especializada con caracteristicas funcionales y
estructurales que le permite portar y proporcionar el genoma masculing al ovocito. Las
estructuras principales del espermatozoide son la cabeza y el flagelo (Figura 1). La
cabeza del espermatozoide se subdivide, a su vez en: nicleo, acrosoma, estructuras
citoesqueléticas y citoplasma. El nucleo contiene la cromatina, muy condensada, la
forma y tamafio del nucleo de la célula germinal del macho se reorganiza
completamente observéndose varios estados de compactacién de la cromatina (Eddy,
2006). En la espermatida elongada la cromatina se condensa: las histonas se
reemplazan por proteinas muy basicas especificas del testiculo, las protaminas (Hecht,
1998). Esto se relaciona con el desarrollo de elementos, como la teca perinuclear, el
acrosoma, proteinas y filamentos del citoesqueleto. El remodelamiento correcto de la
cromatina es necesario para una espermatogénesis normal, estabilizando la forma vy
estructura nuclear. El remodelamientc anormal de la cromatina resulta en una
espermiacion fallida, ocasionando un ntcleo esférico y una ausencia de! acrosoma en
la cabeza «_de! espermatozoide (Dadoune, 1995; Lee ef al., 1996; Wu et al., 2000; Steger
ef al., 2001).
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Fig. 1 Estructura general de un espermatozoide de mamifero (Eddy, 2008).

El acrosoma es una estructura conservada en organismos de fertilizacion interna, ya
gue en los de fertilizacion externa no hay acrosoma, pero comienza su diferenciacion
durante la espermiogénesis, se sintetiza desde los espermatocitos en paquiteno. El
acrosoma consiste de dos segmentos, la capa acrosomal o el acrosoma anterior y el
segmento ecuatorial o acrosoma posterior. L.a membrana acrosomal interna limita con

la parte anterior de la membrana nuclear externa (Eddy, 2006).

Normalmente, la region anterior del acrosoma es exocitada cuando el espermatozoide
pasa a fraves de las células del cumulus o interactiia con la zona pellcida (reaccién
acrosomal), la parte ecuatorial o parte posterior es retenida después de la exocitosis y

se incorpora al ovocito después de la fertilizacion (Manandhar y Toshimori, 2001).

El acrosoma esta lleno de enzimas hidroliticas (Tulsiani et a/.1998). Las principales son
la hialuronidasa y la acrosina. La primera hidroliza el acido hialuronico de ta matriz
extracelular, que une a las células del cumulus alrededor de los ovocitos. Ei

espermatozoide penetra el cumulus ooforus por su liberacidn hidrolizando el acido




hialurénico, vy 'd-ispersando las células del cumulus (Zaneveld, 1982). La segunda es
una enzima proteolitica parecida a ia tripsina, que se involucra en la disolucién vy
penetracion de la zona pellcida. Ademas de la acrosina y la hialuronidasa, el acrosoma
del espermatozoide contiene otras enzimas glucoliticas y proteoliticas como aril
sulfatasa A, neuroaminidasa, colagenasa, esterasa, glicosidasa, etc (Sutovsky ef al,
2004). El espermatozoide experimentara exocitosis cuando se una a la zona pellcida
del ovocito (Florman y Storey, 1982; Gerton, 2002).

Desde ta pieza de conexion, el flagelo estd dividido en la pieza intermedia, pieza
principal y pieza final. Lo constituye un complejo central de microttbulos, que forman al
axonema, rodeado por fibras densas externas que se extienden desde el cuello hasta

la pieza principal, la pieza media presenta mitocondrias (Eddy 20086).

La vaina fibrosa es un componente citoesquelético con una estructura Unica y
localizada en la region de la pieza principal del flagelo, tienen conexion con las fibras
densas, rodea al axonema y a [a membrana plasmatica. La funcién de la vaina fibrosa

es darle flexibilidad al flagelo para poder tener movimiento (Si y Okuno, 1993).
1.2. Maduracién espermatica epididimaria

Cuando el espermatozoide sale del testiculo, no tienen la capacidad para fertilizar al
ovocito, la adquiere durante su paso por el epididimo, por cambios que, en suma, se
conocen como maduracion espermatica. Esté, se divide en 4 regiones anatémicas: el
segmento inicial, ia cabeza, el cuerpo y la cola-(Bedford, 1975; Orgebin-Crist ef al.,
1975), las cuatro funciones principales del epididimo son: el transporte de
espermatozoides, desarrollo de la movilidad espermatica, desarrollo de la habilidad
fertilizante y la creacion de un ambiente luminal que conduce al proceso de maduracion
a través de las actividades absortivas y secretorias del epitelio epididimario (Hinton,
2006; Orgebin-Crist, 2006; Robaire, 2006).

Los cambios mas importantes que experimentard el espermatozoide durante el transito

por el epididimo son: la migracion de la gota citoplasmica a lo largo del flagelo, la




reorganizacion acrosomal, cambios en la cromatina nuclear y cambios en la membrana
plasmatica (Hinton, 2006; Orgebin-Crist, 2006; Robaire, 2006).

La secrecion y actividad del epitelio epididimario es, regionalmente, distinto y el sitio de
secrecion varia para cada proteina, y se produce bajo el control de andrégenos en el
epididimo y de estrégenos en los ductos eferentes. Las células epiteliales de los
segmentos del epididimo secretan glicerofosforilcolina, acido sidlico, proteinas
especificas y compuestos de masa molecular baja, que, junto con Ia influencia de la
composicion bioquimica testicular, los espermatozoides y las hormonas (debido al
suministro de andrégenos por la circulacion sistémica y por el fluido de la red
testicular), crean un microambiente que favorece que se leven a cabo estos cambios
(Turner et al. 2003).

La naturaleza de la superficie del espermatozoide, como son los fosfolipidos y
proteinas de la membrana, se modifican, bajo la influencia del fluido luminal, mismo
que contiene una gran variedad de secreciones como: electroiitos, enzimas y proteinas
especificas, incluyendo a otras aun no caracterizadas derivadas de las células de
Sertoli. y de las células del epitelio del tracto genital. Algunas enzimas como las
glucosidasas y glicosiltransferasas se han encontrado libres en el fluido epididimario o
asociadas con la membrana plasmatica del espermatozoide (Tulsiani ef al., 1998), y su

deficiencia se relaciona con la infertilidad masculina (Corrales et af., 2000).

Una cantidad pequena de residuo citoplasmatico se retiene en la gota citoplasmica en
el- espermatozoide después de la espermiacion pero, ocasionalmente, este residuo
excesivo permanece en el espermatozoide en el epididimo. La gota se localiza en la
regién proximal del flagelo, en el testiculo, y se mueve hacia la regioén distal cerca del
anulus a la cola del espermatozoide (Toshimori, 2003), todos estos cambios no solo
dependeran del paso por el epididimo, si no que, en algunas especies como el
murciélago, tambien son dependientes del tiempo (Cervantes et al., 2008). En la
mayoria de las especies de mamiferos, el transito de los espermatozoides por el
epididimo es de aproximadamente dos semanas, pero la duracion exacta dependera de

cada especie {Garcia, 2000).



De ese modo los espermatozoides presentes en el testiculo y proximos al epididimo
son inmoviles e inmaduros (infértiles), sin embargo, aquellos en la parte distal del
epididimo son maviles y maduros (fértiles) con el potencial para fertilizar, reconocer la
zona pellcida y con la capacidad para llevar a cabo fa reaccidn acrosomal (Lakoski et
al., 1978). Se ha reportado que la calidad seminal puede afectarse por el sobrepeso o
la obesidad, provocado por un efecto negativo en la maduracion epididimaria, pues,

principalmente, se afecta la movilidad espermatica (Martini et al. 2008).

El espermatozoide requiere de una serie de procesos maduracionales que comienza en
el testiculo, cuando se libera diferenciado, y termina en el tracto reproductivo femenino,
después de que el espermatozoide ha sido eyaculado (Jha y Shivaji, 2002), es ahi
donde ocurren dos eventos indispensables para fertilizar al ovocito: [a capacitacidn y la

reaccion acrosomal.
1.3.Capacitacion espermatica

La capacitacién es un proceso que implica cambios fisiolégicos y bioguimicos que el
espermatozoide experimenta, después de haber sido eyaculado y pasar a través del
tracto reproductor femenino. Durante este transito puede haber modificaciones en la
membrana, dadas por la eliminaciéon y reorganizacion de algunas biomoléculas
(Gadella, 2008). Los espermatozoides ya maduros son capaces de moverse
activamente, pero todavia no pueden fertilizar hasta que experimenten capacitacion,
aparentemente el primer evento consiste en la separacion o modificacién de los
factores descapacitantes (Eng y Oliphant, 1978; Reddy et al. 1982; Fraser et al. 1990;
Han et al. 1990; Bonilla ef al. 1996; Garcia, 2000}, principalmente se ha visto que se
altera la distribucion de glicolipidos de la membrana plasmatica, hay eliminacién de
algunos componentes superficiales, que dejan al descubierto los receptores para
progesterona, preparando al espermatozoide para la reaccion acrosomal. Ademas
también las proteinas y lipidos de membrana cambian, o que pemite que el

espermatozoide sea capaz de unirse a la zona peltcida (Gadella, 2008).

El sitio in vivo donde se lleva a cabo la capacitacion del espermatozoide es en el iracto




reproductor femenino, completandose en el oviducto y/o Utero, dependiendo de la
especie. En mamifero, se han observado cambios caracteristicos en la movilidad de los
espermatozoides asociados con la etapa final de la capacitacion, conocidos como
hiperactivacion, que es la movilidad vigorosa pero con poco desplazamiento progresivo,
ahi los movimientos del flagelo son parecidos a un latigazo o abanicamiento, aumenta
su movimiento [ateral. La movilidad espermatica es un parametro importante, ya que
posibilita el transporte hacia la region ampular de la trompa de Falopio y en la
generacion de la fuerza requerida para penetrar las capas de la célula de la granulosa y

de la zona pelicida det ovocito (Visconti ef al., 1998).

Nuevas técnicas bioguimicas han permitido establecer las condiciones necesarias para
la capacitacion de los espermatozoides in vifro (Teijeiro ef al. 2011) (Figura 2). Esto ha
permitide identificar los componentes que son necesarios para la capacitacion. Varias
moiéculas del tracto genital femenino pueden inducir o regular la capacitaciéon jn vitro
entre las que se encuentran: enzimas (ATPasas, neuraminidasa), glicosamin'glicanos,
catecolaminas, hormonas esteroides (progesterona, 17B- estradiol), proteinas
(albumina, lipoproteinas), nucledtidos ciclicos (AMPc, guanosin 5'monofosfato ciclico o
GMPc), aminoacidos (taurina, hipotaurina, histidina), cationes mono (K+, Na+, Ca+,
Zn+) y divalentes (Ca?*, Zn?*) (Yanagimachi, 1994).

Fig. 2 Patrones obtenidos por tincidon con CTC de espermatozoides de cerdo tratados con GBS
{glicoproieina de union a espermatozoide). A) No capacitado, B) Reaccion acrosomat y C) Capacitado
(Teijeiro ef al. 2011).




Para la capacitacién in vitro se utilizan espermatozoides de la cauda epididimaria o de
eyaculado, utilizando medios que tengan composicién similar a la del fluido oviductal.
En muchos casos, los medios tienen sustratos energéticos como piruvato, lactato y
glucosa {(dependiendo de la especie), proteina como albumina sérica bovina:

bicarbonato y calcio (Visconti ef al., 1998).

Dentro de los componentes de los medios y sus funciones dentro de la capacitacién
estan:

Albumina sérica bovina. Presente en el medio de capacitacién para raton, humano,
cerdo y hamster. Colabora en la remocion del colesterol de ia membrana plasmatica,
con el consecuente cambio de fluidez. Las proteinas de unién a colesterol, como las de
alta densidad o las que transfieren lipidos, estan presentes en el fluido oviductal o
folicular. Se sabe, ademas, que el colesterol estd presente en el semen humano vy
participa con efectos inhibitorios en la capacitacién (Cross, 1998; Langlais and
Roberts, 1985; Wolf ef al. 1986).

Calcio. La concentracion de calcio intracelular aumenta durante la capacitacion,
pasando de 70 a 250 mM. Actila, ademas, como efector de enzimas involucradas en la
transduccion de senales (adenilato ciclasa, fosfodiesterasa nucleétido ciclica) (Baldi et
al. 1991; DasGupta ef al. 1993; Visconti ef al. 1995).

Bicarbonato. La entrada de bicarbonato, provoca aumento del pH intracelular durante la
capacitacion; ademas, regula el metabolismo del AMP ciclico, estimula adenil ciclasa
en el espermatozoide de mamiferos. Las concentraciones de bicarbonato son bajas en
el epididimo y altas en el plasma seminal y en el oviducto. La presencia de bicarbonato
extracelular en el cerdo se correlaciona con la movilidad espermatica, los cambios en la
concentracion de bicarbonato en el tracto reproductivo mascuiino y femenino juegan un
papel importante en la supresion de la capacitacion en el epididimo y promoviendo fa
capacitacion in vivo en el tracto reproductivo femenino (Brooks, 1983; Cross and Razy,
1997; Visconti, 1990). '

Tambien se conocen algunos efectores y mensajeros intracelulares involucrados en la




regulacion de la capacitacion como:

* AMP ciclico. Sus concentraciones aumentan durante la capacitacion, en la

reaccion acrosomal aun es incierta su participacion. Se ha demostrado
solamente que la actividad de protein cinasa A (pk A) aumenta durante la
capacitacion espermatica de raton (Visconti et al. 1997; Yanagimachi, 1994).

Fosforilacion de tirosinas. Se han correlacionado con la capacitacién
espermatica en ratén, bovino y humano y otras especies. Esta fosforilacion
regula funciones celulares como el crecimiento, el ciclo celular, el ensamble del
citoesqueleto, intercambio idnico y actividad de receptores. El aumento en la
fosforilacién de tirosinas es dependiente de la presencia de bicarbonato,
albumina sérica bovina y de calcio, la ausencia de estos componentes inhibe la
fosforilacion y, en consecuencia, la capacitacion espermatica. Ademas, se sabe
que los espermatozoides de la cabeza del epididimo, no poseen la habilidad de
capacitarse o de fertilizar, y no aumentan la fosforilacion de tirosinas cuando se
incuban bajo condiciones que conducen a la capacitacién (Clark et al. 1994;
Huntér, 1996; Yanagimachi, 1994).

pH. El pH intracelular regula varios aspectos de la funcion espermatica; sin
embargo, los mecanismos que lo controlan no ha sido del todo estudiado Zeng
et al. (1996) identificaron dos mecanismos por la salida de la célula cationes y
aniones. Uno de ellos comparte las caracteristicas con las células somaticas,
gue es dependiente de Na* y del intercambiador de CI7 HCO3. La segunda via

no requiere de iones extracelulares (Vredenburg-Wilberg and Parrish, 1995).

Potencial de membrana. La capacitacion se acompafa de hipefpolarizacién de
la membrana plasmatica del espermatozoide. Durante la capacitacién el
potencial de membrana es de -35 a -50 mV. Esta hiperpolarizacién esta ligada a
la permeabilidad al K y puede relacionarse con una moduiacién inhibitoria. El
potencial de membrana, puede modificar el estado de los canales de Ca* de una
forma inactiva a activa, como consecuencia de la accidn de un agonista inductor

de despolarizacion (por ejemplo: la zona pellcida) (Arnoult et al. 1996: Florman




ef al. 1998).

» Radicales libres. La mayoria de los estudios relacionados abordan el papel que
tienen estos en la lipoperoxidacion membranal y en la viabilidad espermatica.
(Alvarez and Storey, 1982). Sin embargo, recientemente se estudio el papel del
anion superdxido en la capacitacion e hiperactivacion (De Lamirande and
Gagnon, 1985). Leclerc et al. (1997) encontré que las especies reactivas de
oxigeno reguian positivamente la fosforilaciéon de tirosinas de varias proteinas.
Estos resuitados concuerdan con los obtenidos por Aitken et al. (1995), quienes
describieron tambien un aumento en la fosforilacion de tirosinas, después de la

estimulacion por NADPH-oxidasa endégena y después de la adicién de H,O5

e Glucosa. Tiene tanto funcién estimulante como inhibitoria en la capacitacién. En
el espermatozoide de bovino, ja glucosa inhibe la capacitacion inducida por
heparina, ejerciendo un efecto negativo en el metabolismo del AMP ciclico y
reduciendo el pH intracelular. La glucosa es benéfica para ia capacitacion
(Visconti and Kopf, 1998). |

Una vez finalizado el proceso de capacitacion, la reaccion acrosomal se induce por un

estimulo bioguimico, en el que también participa el ovocito.
1.4. Reaccidn acrosomal

La reaccion acrosomal se lleva a cabo en el espermatozoide capacitado y cuando este
puede unirse a la zona pellcida del ovocito, provocando la fusién de la membrana
plasmatica con la membrana acrosomal externa en varios sitios, liberando asi, su
contenido, en su mayoria de enzimas hidroliticas (Gadella, 2008). Existen sitios de
union especificos entre la membrana acrosomal interna y las proteinas de la zona
pellcida, que conduciran al espermatozoide hasta el espacio perivitelino del ovocito,
quedando en contacto la region ecuatorial con la membrana plasmatica del ovocito
(Frits ef al, 2001). De esta manera la cabeza del espermatozoide se interna en el

citoptasma del gameto femenino.




En algunas especies, como ratén o hamster, los espermatozoides que ya se han
capacitado pueden unirse a la zona pellcida y después experimentar reaccion
acrosomal (Saling et al. 1979); en ofras especies, como el conejo o el cobayo, los
espermatozoides que previamente han realizado la reaccion acrosomal son capaces de
unirse a la zona pelucida y permanecer ahi durante horas (Fleming y Yanagimachi,
1982; Kuzan et al, 1984, Garcia, 2000). El espermatozoide humano requiere la
reaccién acrosomal para poder atravesar la zona peltcida y fusionarse con la

membrana plasmatica del ovocito (Singer et al., 1985; Morales ef al., 1989; Garcia,
2000).

Por otro lado, el espermatozoide que experimenta reaccion acrosomal prematura no es
capaz de penetrar el cimulus del ovocito (Cherr ef al, 1986, Cummins y Yanagimachi,
1986) y pierde su potencial para fertilizar. Los espermatozoides pueden producir la
reaccion acrosomal de forma ésponténe'a o en respuesta a estimulos, tales como
proteinas de la zona pelicida (ZP), liquido folicular o progesterona (Kim y Gerton,
2003). La reaccién acrosomal inducida puede considerarse como un marcador de la
capacitacion ya que los espermatozoides no capacitados no estaran listos para llevar a
cabo este proceso exocitico.

Utilizando la ZP fraccionada se ha podido conocer gue la proteina ZP3, actia como un
agonista de los receptores de la membrana plasmatica (Wasserman, 1988, 1991);
ademas de que, a través de una cascada de transduccion, se induce la fusién de la
membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica (vesiculacién). Asimismo,
se demostro que eliminar las proteinas ZPA, ZPB y ZPC, disminuye o suprime la unién
espermatozoide-ZP (Bleil y Wassarman, 1980, Ozgur ef al., 1998).

La reaccién acrosomal, como la capacitacion, son procesos que requieren de la
presencia de Ca?+ extracelular (Yanagimachi, 1994). La despolarizacion del potencial
de la membrana plasmatica (de -80mV a -20 mV) es.una condicién para que la zona
pelicida desencadene ia reaccion acrosomal (Leclerc y Kopf, 1999). Esto parece estar
regulado por un canal catiénico poco selectivo, por la proteina G, misma gque provocara
un aumento en la actividad de la adenilato ciclasa (Leclerc y Kopf, 1999); por Ia

apertura de canales de Calcio dependientes de voltaje (Arnoult et al., 1996) y por la
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fosforilacion de tirosinas, ya que esta aumenta después de la unidn con la zona
peltcida (Leyton y Saling, 1989). Algunas proteinas involucradas en este proceso son
las proteinas SNARE (proteinas solubles en N-etilmalemida, sensibies al factor de
unidén-receptor}, miémas que estan involucradas en la maquinaria de la fusion a la
membrana y son responsables de la exocitosis acrosomal, ademas de las asociadas
con vesiculas (VAMP's), que se agregan en el extremo apical de la membrana
acrosomal externa (Sorensen, 2005; Lam et al., 2008). La reaccion acrosomal también
puede llevarse a cabo en ausencia de inductores naturaies, usando el iondforo A23187
(Florman and Storey, 1982; Aitken ef al, 1984; Byrd and Wolf, . 1986). Este ionéforo-
induce la reaccion acrosomal mediante el influjo de Calcio requerido y activando los
mecanismos de sefializacion intracelular que controlan este influjo (Bailey and Storey,
1994). La reaccion acrosomal inducida por esta via, permite evaluar la capacidad
fertilizante de un espermatozoide in vitro (Byrd and Wolf, 1986; Cummins et al,, 1991).
Aitken et al (1991). La progesterona es capaz de inducir la reaccién acrosomal,
promoviendo la entrada de Calcio, lo que es inhibido por las tirosin cinasas
(Bonasccorci et al., 1998). Esto significa que la progesterona actla via fosforilacion de
tirosinas. Se sabe que el liquido folicular contiene progesterona (0.3 pg/ml), utilizandola
in vitro, se puede inducir reaccién acrosomal en varias especies de mamiferos.
Ademas, se han reportado otros componentes para la regulacion de la reaccion
acrosomal, en el caso del hamster, dos moléculas como DIDS y SITS, que actian
como blogueadores del transporte de aniones, particularmente de bicarbonato y de
sulfato y son capaces de inhibir la reaccién acrosomal hasta en 50%.

Por otro lado, algunas de las técnicas que se han reportado para la evaluacion de la
reaccion acrosomal son microscopia de luz, util en aquellas especies que poseen
acrosomas grandes (cobayo y hamster). Sin embargo, en muchos mamiferos, incluido
el humano, ef acrosoma es pequefio y dificil de visualizar, por lo ta'ﬁto, se ha recurrido
al uso de tecnicas de tincidn, marcaje con lectinas y marcaje con anticuerpos (Koehler,
1978; Talbot and Chacon, 1980; Wolf et al, 1985; Cross et al, 1986). El ensayo
fluorescente con clortetraciclina para determinar capacitacion, originalmente se

desarrollo para espermatozoide de raton (Saling and Storey, 1979; Ward and Storey,
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1984) y, posteriormente, en humano (Lee ef af, 1987). Benoff ef al. (1993) demostraron
gue modifica el patréon de unién a albumina sérica bovina manosilada y marcada con
fluoresceina. En espermatozoides de humano, porcino, bovino, conejo, cobayo y
murino, se ha ufilizado la tincién de azul de Coomassie G-250 para observar
espermatozoides con reaccion acrosomal de manera eficiente (Larson y Miller, 1999;
Pietrobdn et al., 2001). Una determinacion rapida y que puede utilizarse en la mayoria

de las especies de mamiferos.

2. Antecedentes

La obesidad es un problema de salud mundial que, recientemente, se ha relacionado
con problemas de subfertilidad e inferiilidad masculina. Sin embargo, aun no se conoce
con certeza las causas que la provocan. Se ha relacionado, principalmente en
humanos y otros mamiferos con sobrepeso/obesidad, con disminucién en los
parametros de la calidad espermatica, entre los que podemos encontrar: disminucion

de movilidad, concentracidn o dafio en la estructura normal del espermatozoide.

Por lo tanto es necesario conocer las definiciones de estas condiciones de salud
(sobrepeso/obesidad), su metabolismo y que se ha reportado acerca de sus efectos en

la reproduccion masculina.
2.1.Sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad son condiciones irregulares del organismo, que se generan
por la acumulacién excesiva de grasa en el tejido adiposo, como resultado de la
combinacion de factores genéticos, alimentacion inadecuada y falta de actividad fisica
regular (Cachofeiro ef al., 2006). La obesidad es un problema muy importante a nivel
mundial que ha aumentado rapidamente, alcanzando caracteristicas de pandemia. Se
considera que en los préximos anos fa mayor parte de |a poblacién sera obesa o tendré
sobrepeso (Pi-Sunyer, 2002). La obesidad es un padecimiento cronico complejo de
etiologia multifactorial que se desarrolia por un desequilibrio entre la energia ingerida y

la energia gastada, es decir, una acumulacion anormal ¢ excesiva de energia en forma

12



de grasa en el tejido adiposo (Blancas-Flores et al. 2010). El exceso de energia se
almacena en los adipocitos, ios cuales aumentan en tamafio, hipertrofia, o nlimero,
hiperplasia. Este desequilibrio es el resultado de la combinaciéon de varios factores
fisiolégicos, psicologicos, metabélicos, genéticos, socioeconémicos, cuiturales y
emocionales (Palou ef al, 2004). La obesidad se asocia, también, con muerte
prematura, ya que es un factor de riesgo para enfermedades crénicas; asi como con
problemas respiratorios, musculoesqueleticos crénicos, lumbago, de la piel e infertilidad
{(Kanasaki, 2011).

La obesidad no existio significativamente para la humanidad hasta hace unos 10, 000
afios. Con el advenimiento de la agricultura y, mas intensamente, con la llegada de la
revolucién industrial, la obesidad se convierte en la primera de las enfermedades de la
civilizacion (Trowill y Burkitt, 1981). La obesidad puede presentarse como una
condicion adaptativa ventajosa o como una enfermedad, segin si la acumulacién de
reservas resulte preventiva cuando el alimento sea escaso o que se convierta en una
sobrecarga metabdlica. Las reservas se acumulan transitoriamente, solo durante la
epoca de abundancia de alimentos, mientras que en otra situacién pueden mantenerse
en forma permanente y no ser utilizadas. Por lo tanto la obesidad-prevencion y
obesidad-enfermedad, han estado presentes en la historia del hombre, con un
significado social cambiante segun las caracteristicas y las condiciones de vida en los

distintos momenios evoliutivos de la humanidad.

Anteriormente, el sobrepeso y la obesidad se consideraban problemas propios de los
paises con ingresos econdmicos altos, pero en la actualidad ambos trastornos
aumentan de manera alarmante en paises de ingresos bajos y medianos,
particularmente en los entornos urbanos (OMS, 2013). Por su parte, Lambert en el
2006, describio algunos factores socioeconomicos, en la poblacidon alemana,
vinculados con el sobrepeso y la obesidad, determinando tres indicadores principales
COMo su causa: los ingresos economicos, la educacion y la posicion o dedicacién
ocupacional. Cuando analizé esto por género encuentra que, en los hombres, influyen

principalmente los dos ultimos, no siendo relevante el de ingresos econdmicos.
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La Organizacion mundial de la salud reportd que, a nivel mundial en el afio 2008, 1400
millones de personas mayores de 20 afos presentaron sobrepeso y que el 65% de Ia
pobiacion mundial vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad cobran mas vidas
que la insuficiencia ponderal. Por lo anteriormente expuesto, se ha ubicado al
sobrepeso y la obesidad como el quinto factor de riesgo de defuncion en el mundo
{OMS, 2013).

La Secretaria de Salud del Distrito Federal en México reporta que el sobrepeso vy la
obesidad son el problema de salud publica principal, porque es el pais con el primer
lugar mundial en nifios con obesidad y sobrepeso, y el segundo en adultos. México
gasta 7% del presupuesto destinado a la salud para atender la obesidad, tan solo
debajo de Estados Unidos que destina el 9%. Estadisticas del INEG! indican que, en
México en el 2005, 20.52 millones de mujeres mayores de 20 afios (70%) presentan
sobrepeso u obesidad, 16.96 millones de hombres mayores de 20 afios (66%) y 5.54
millones de nifios en edad escolar (26%) las presentan (INEGI, 2005; Olaiz-Fernandez
et al. 2006).

El indice de masa corporal (IMC) para determinar el sobrepeso y obesidad en
humanos, el indice se obtiene a partir de la relacidén entre el peso y la talla (OMS,
| 2004). Fue creado por el naturalista Lambert Jaques Quetelet, de origen belga en 1871,
como resultado de sus estudios antropométricos en el hombre. Esta medida se calcula
dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?) (OMS, 1995).

Durante los dltimos afios se han reportado casos de varones con obesidad que
presentan una alteracion en sus parametros seminales, y donde se advierte del
elevado riesgo de subfertilidad (OMS, 2013). La infertilidad y la subferiilidad afecta a
una porcion significativa de la humanidad (OMS, 2013). La infertilidad masculina se
define por Ia Organizacién mundial de la salud como la imposibilidad de lograr un
embarazo luego de un afo de relaciones sexuales regulares sin el uso de métodos
anticonceptivos. Actualmente, en Europa, una de cada 5 parejas son infértiles. De

éstas, el factor masculino, es decir, cuando el hombre es tetricamente el responsable
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| en forma completa o parcial de la infertilidad, es el 50% de los casos. El sobrepeso y la
obesidad se asocian con una alta incidencia en el factor de infertilidad mascuiina (Du
Plessis, ef al. 2010}.

2.2. Metabolismo del sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad pueden ser el resultado de procesos fisiologicos y
metabdlicos inadecuados, tales como, las sefales que pueden contribuir a fa regulacion
de la ingesta y del peso corporal. Se debe puntualizar que, a corto y largo plazo, estan
controlados por mecanismos distintos pero que interaccionan. Algunas sefiales, como
nutrientes u hormonas gastrointestinales actian como determinantes de saciedad a

efecto de limitar la cuantia de cada comida (Barreno, 2007).

Las sefiales que operan a corto plazo en la regulacion de la ingesta, como fa
colecistoquinina, grelina y obestatina tienen una funcion diferente a los reguladores de
largo plazo, como son la insulina y la leptina (Barreno, 2007). Estas Gltimas se activan
en proporcion de las reservas de tejido adiposo y de ia cantidad de energia consumida
en periodos prolongados, ambas regulan la ingesta de alimentos y el gasto caldrico
para asegurar la homeostasis energética. El cambio en la adiposidad corporal, que es
lo que ocurre en el sobrepeso y la obesidad, se acopla a modificaciones que
compensan la ingesta de alimentos. Leptina e insulina son sefiales adipociticas
secretadas en proporcion ai contenido de grasa corporal y actGan en el hipotalamo,
induciendo un estimulo catabdlico e inhibiendo vias anabdlicas. Los circuitos
catabolicos y anabdlicos ejercen efectos opuestos sobre el balance energético
(diferencia entre calorias ingeridas y gasto energético), que, a su vez, determinan la

cantidad de combustible que se almacena como grasa (Barreno, 2007).

La hipotesis de gque la obesidad se pueda deber a una resistencia a la leptina surgié
debido al hallazgo de concentraciones plasmaticas elevadas de la hormona en
pacientes con sobrepeso (Fig. 2). Esta hipdtesis apunta a que, algunos casos de
obesidad humana, pueden deberse a una accion reducida de leptina en el sistema

nervioso central, y que los individuos afectados son incapaces de responder a un
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tratamiento con leptina (Barreno, 2007). Varias vias que contienen neuropéptidos
hipotaldmicos son mediadoras de las acciones de la leptina y la insulina en el sistema
nervioso central (SNC). La via de efecto anabdlico méas conocida es la del neuropéptido
Y (NPY), esta se encarga de estimular el apetito, de incrementar la ingesta y de reducir
el gasto energético a la vez que induce la sintesis de enzimas lipogénicas en el higado

y tejido adiposo blanco; por ello, la administracion continlia de NPY induce obesidad.
2.3. Sobrepeso y obesidad en la reproduccién masculina

Los problemas reproductivos ligados con el sobrepeso y la obesidad, en el macho, se
asocian con un efecto negativo y significativo de procesos hormonales. En el hombre
esta relacion se ha caracterizado escasamente, aunque se conoce que el aumento de
los adipocitos en nomero y tamano, provoca la secrecion de concentraciones
anormales de adipocinas y hormonas como testosterona, que alteran la fertilidad (Fig.
3) (Du Plessis, et al. 2010).

Fig. 3 El rol de los adipocitos en la infertilidad masculina. El aumento en numero y tamafo como

resultado de la obesidad genera cambios fisicos y hormonales {Du Plessis ef af. 2010).
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La grasa total del cuerpo, la abdominal y fa subcutanea se han asociado con la
disminucidén de testosterona en los hombres, y este resultado se explica por la
hiperactividad de la enzima citocromo p450 aromatasa expresada en concentraciones
altas en el tejido adiposo blanco, responsable de pasos clave en la biosintesis de
estrogenos. Los niveles de estrdgenos altos en los hombres mayores de 20 afios
resultan de la conversién de androgenos a estrégenos, gracias a la biodisponibilidad
alta de la enzima aromatasa. Los niveles anormales de hormonas sexuales pueden
causar cambios importantes en la espermatogénesis y otros aspectos de Ia

reproduccion masculina (Du Plessis, ef al. 2010).

Algunos estudios reportan que los parametros metaboélicos asociados con ila obesidad,
como son los niveles altos de colestero! y triglicéridos tienen efectos directos en la
funcidn testicular, llevando a una baja calidad espermatica (Jones, ef al. 1979; Padron,
et al. 1989; Teerds et al, 2011). Una cormrelacion negativa entre los parametros
seminales y la obesidad se confirmaron por Kort ef al. (2006) reportando una

disminucion significativa dei porcentaje de movilidad espermatica.

El efecto de la obesidad en los parametros seminales y su asociacién con la disfuncién
erectil, en individuos con problemas de infertilidad que acuden a centros especializados
en reproduccion, fueron: incidencia alfa de oligozoospermia y la prevalencia de

movilidad progresiva baja (Hammoud, ef a/., 2008).

Los individuos con sobrepeso y obesidad presentan alteraciones en la funcionalidad
reproductiva y uno de los mecanismos propuestos por Teerds ef al., 2011 para
explicarlo, es la resistencia al sistema KISS 1 y a la leptina. El aumento en el volumen
del tejido adiposo, facilita la presencia de mas testosterona que sera convertida en
estradiol. La hormona leptina, en grandes cantidades, induce la inhibicién de la

produccion de testosterona (Teerds et af., 2011).

Por ofro lado, se ha observado el efecto de la obesidad en el epitelio germinal y

epididimario, evaluando la morfologia epididimaria y testicular, la lipoperoxidacion en el
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epididimo, niveles sericos de leptina, hormonas estercides, insuiina, colesterol,
triglicéridos y algunos parametros espermatobioscopicos, utilizando como modelo
experimental de rata, partiendo de dos grupos, unc con pesc normal y uno con
obesidad inducida (Vigueras, ef al. 2009). En este estudio no se encontraron
diferencias en los niveles séricos de insulina, glucosa, colesterol y triglicéridos. Sin
embargo, los niveles séricos de leptina y estradiol, mostraron un aumento considerable,
disminuyendo los niveles de testosterona. En la histologia de la cabeza de epididimo
encontraron diferencias morfolégicas considerables con respecto a las ratas con peso
normal; sin embargo, no hubo diferencias significativas en la morfologia testicular. El
grupo obeso presento lipoperoxidacion elevada en el epididimo y reduccion en la
viabilidad -28.8%, movilidad -26.49% y concentracién espermatica -23.86%. Por lo
tanto, es claro que hay un dafo en los espermatozoides de rata obesa y gue esto

parece ocurrir a nivel de epididimo.

Ademas, otros estudios evaltuan las repercusiones posibles en la funcién epididimaria,
glandulas accesorias, niveles de testosterona en semen y calidad espermatica
asociada con el sobrepeso, por ejemplo: A las muestras de semen de 794 pacientes de
un laboratorio de reproduccién y andrologia, fueron evaluadas midiendo los niveles de
alfa-glucosidasa neutral, fructosa, acido citrico y testosterona. La calidad seminal se
evalud observando: volumen, densidad, movilidad, morfologia, viabilidad y madurez
nuclear (Martini, et al. 2009). Se encontraron niveles bajos de alfa-giucosidasa neutral,
gue es un marcador de la funcién del epididimo y se observd una asociaciéon negativa
entre el aumento de indice de masa corporal, la movilidad total y movilidad rapida de
los espermatozoides (Martini et al., 2009). El sobrepeso y la obesidad estan asociados
con un incremento en el estrés oxidante y con lipoperoxidacién (Vincent et al., 2007;
Teerds et al, 2011). Varios estudios han reportado que las especies reactivas de
oxigeno (ERO) son las causantes de la lipoperoxidacion y que, en concentraciones
altas, pueden ser muy toxicas para el espermatozoide (Jones ef al., 1979, Selly ef al.,
1991; Teerds ef al, 2011).También tienen un rol importante en el estrés oxidante
causante de la infertilidad masculina (Agarwal ef af., 2009; Keffer et al., 2009; Teerds ef

al., 2011; Tremelien, 2008). Los espermatozoides de hombres infértiles muestran mas
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dano oxidante que hombres sin problemas de fertilidad. Estas observaciones fueron
confirmadas en un estudio in vitro en el que se generaron EROs, y. esto hizo que se
incrementara la fragmentacion def ADN del espermatozoide (Aitken et al., 1998; Twigg
et al, 1998, Du Plessis et al, 2011). Kasturi et al., 2008 conciuyeron gue el estrés
oxidativo resulta en la lipoperoxidacion de la membrana plasmatica del
espermatozoide. Esto puede llevar a una disminucién de la movilidad y a una
disfuncién membranal (Rao et al, 1989; Teerds et al, 2011). Tavilani et al., (2008),
estudiaron la relacion entre la actividad de enzimas las antioxidantes superédxico
dismutasa (SOD) -catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) con la
astenozoospermia, proponiendo que la lipoperoxidacion podria estar provocando la

perdida en la movilidad de los espermatozoides.

Otros estudios sefialan que el aumento en la temperatura escrotal puede afectar la
espermatogenesis (Jung et al., 2005; Sermodande ef al., 2012). La temperatura es uno
de los factores que pueden involucrarse en el mal funcionamiento de la maquinaria del
espermatozoide, la cual, en relacion con la movilidad espermdtica esta bien
documentada en la literatura androlégica (Mazzilli et af., 1995; Esfandiari ef al., 2002).
Se sabe que una ganancia de energia en el espermatozoide resulta en el aumento de
la actividad mitocondrial, promoviendo el movimiento del axonema en el flagelo del
espermatozoide. Sin embargo, la transferencia excesiva de energia en forma de calor,
conduce a una excesiva produccion de ERQO en la cadena respiratoria, lo que
compromete la integridad estructural y funcional del espermatozoide. Al respecto, los
pacientes con varicocele son un ejemplo del mecanismo del efecto de la temperatura
sobre la infertilidad masculina, por una produccién excesiva de ERO (Kim y Goldstein,
2008). La estructura especial de las membranas del espermatozoide, que
particularmente son ricas en acidos grasos poliinsaturados, puede predisponer a una
lipoperoxidacion mayor y, en consecuencia, conducir a un estrés oxidante (Agarwal et
al., 2004; Weir y Robaire, 2007).
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2.4.Modelos animales de sobrepeso y obesidad

Se dice que el humano es obeso cuando existe un IMC mayor a los 30kg/m?
(Kopelman, 2007). En otras especies, como el ratdn, se encuenfran diferencias
especificas en la respuesta a dietas altas en grasa, la cepa C57BL/6J de ratén es la
mas usada para la induccién de obesidad con una dieta alta en grasa porque exhibe
anormalidades metabdlicas como el humano (Collins et al., 2004). Las ratas cepas
Sprague Dowley y Long Evans se utilizan también como modelos para obesidad

inducida por dieta alta en grasas (Srinivasan y Ramarao, 2007).

También existen otros modelos para obesidad; como los monos, macacos y babuinos,
mismos que han provisto informacién importante sobre la obesidad en humano (Keizo y
Daisuke, 2011). El monc Rhesus exhibe obesidad, junto con un desarrolio de
enfermedades asociadas. Macacos cautivos despliegan obesidad cuando reciben
alimento ad libitum, desarrollan diabetes tipo 2 y sus complicaciones. El ejercicio
reducido en los macacos aumenta su susceptibilidad. La obesidad espontanea ha sido
encontrada en babuinos silvestres y en monos Rhesus de vida libre (Budkin et al.,
1993; Hansen y Bodkin, 1986).

La obesidad en el conejo Nueva Zelanda se ha reportado de manera anecdética (solo
como mascotas), y aun no se ha referido, ni propuesto, un indice de masa corporal
como en el humano. Sin embargo, al igual que en otras especies, la condicion corporal
se ha utilizado para determinar obesidad con datos provenientes de estudios en
mascotas estableciendo una escala, de acuerdo con las caracteristicas apreciativas de
huesos, musculo y acumulacién de grasa es: 1 = Muy flaco, 2 = Flaco 3 - 4 = Peso
ideal, 5 = Obeso (Meredith, 2012).

Se han realizado estudios en conejo Nueva Zelanda blanco determinando alteraciones
funcionales de su organismo, producto del uso de dietas altas en carbohidratos vy
lipidos, especificamente de hiperlipidemia, hipercolesterolemia y ateroesclerosis,
mostrando también que una dieta alta en lipidos administrada antes de la pubertad

induce alta adiposidad y dislipidemia, pero no obesidad (Picone ef al., 2011).
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Al inducir hipercolesterolemia en el conejo Nueva Zelanda blanco, los parémetros
seminales como movilidad y morfologia espermatica resultan alterados, disminuyendo
porcentualmente, ademas de que presentan poco volumen seminal (Lancellotti ef al.,
2013). El aumento significativo de colesterol en sangre y en la membrana del
espermatozoide, disminuye funciones especificas como: resistencia osmadtica, reaccién

acrosomal y capacitacion espermatica (Lancelloti ef af., 2013).

Sin embargo, habra que aclarar que el término de obesidad en el orden lagomorfo, aun
no se ha definido cientificamente, razéon por fa que la condicién de los conejos
utilizados en el presente trabajo sera referido exclusivamente como sobrepeso, el cual

se indujo mediante una dieta alta en energia.

3. Justificacion

Se ha determinado que el sobrepeso puede afectar algunos parametros seminales,
entre los que se encuentran: disminucion del volumen seminal, de la concentracion y
viabilidad espermaticas y en el espermatozoide, disminucién de su movilidad
progresiva, asi como madificaciones en la morfologia. Lo anterior, se relaciona con
alteraciones en el eje neuroendocrino, por la moedificacién en las concentraciones de
hormonas, disminuyendo testosterona y aumentando la concentracion de estrégenbs,
lo que puede modificar procesos como la maduracién espermatica epididimaria, y en
consecuencia afectar la capacidad de capacitacion y reaccion acrosomal. La relacién
del sobrepeso/obesidad con la subfertilidad se ha reportado en varones en clinicas de
fertilidad, sin embargo el abordaje para estos estudios en humanos es complejo ante lo
cual existe |a posibilidad de utilizar como modelo de estudio al conejo Nueva Zelanda
blanco, por la facilidad de obtener muestras frecuentes de eyaculado y evaluar la
repercusion que fiene el sobrepeso  en parametros  seminolégicos,
espermatobioscopicos, ademas, dado que no hay muchos estudios que hablen- del

efecto del sobrepeso/obesidad en ia capacitacion y reaccion acrosomal in vitro.
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4. Objetivos

4.1.General

Determinar el efecto del sobrepeso sobre algunos aspectos de la reproduccion

masculina en conegjo Nueza Zelanda blanco.

4.2.Especificos

» Valorar el efecto del sobrepeso inducido en el conejo Nueva Zelanda blanco
sobre los parametros seminologicos y espermatobioscopicos generales.
» Evaluar si el sobrepeso afecta la capacitacion y reaccién acrosomal in vifro en

los espermatozoides del conejo Nueva Zelanda blanco.

5. Hipétesis

Si el sobrepeso afecta las funciones del testiculo y el epididimo del conejo Nueva
Zelanda blanco, entonces, las alteraciones se veran reflejadas en una mala calidad
seminal y espermatica, asi como en una disminucion en el porcentaje de
espermatozoides que llevan a cabo la capacitacién y reacciéon acrosomal in vitro, en

comparacion con los valores de estos mismos parametros de individuos en .normopeso.
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Material y métodos

5.1. Reactivos y soluciones

Solucion Ringer (pH 7.2) para lavado de espermatozoides: Cloruro de Sodio 95 mM
(NaCl), Cloruro de Potasioc 5 mM (KCI), Cloruro de Calcio 1.7 mM (CaCl), Fosfato de
Potasio 1.1 mM (KH2POQy4). Solucion Eosina-Nigrosina para evaluar viabilidad (Apéndice
1), kit de reactivos Espermaform (DESEGO, México) para evaluar la morfologia
(Apéndice 1), Hidrocloruro de Clorotetraciclina (CTC) de Sigma-Aldrich, azul brillante de
Coomassie G250 (CBB), acido piravico, Tris (tris-(hidroxi-metil) aminometano),
albumina sérica bovina (libre de é&cidos grasos), D-(+) Glucosa, Progesterona soluble
en agua (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 3.18 mM. Todos los demas

fueron soluciones y reactivos de grado analitico.

5.2. Material biologico

Se us6 un grupo de 8 conejos de la raza Nueva Zelanda blanco, adquiridos en la granja
CEIEPA UNAM, a los 35 dias de edad, los gazapos (machos) se mantuvieran en la
granja de la Licenciatura en Produccion Animal de la UAM-I, y al llegar a la edad adulta

(5 meses), se comenzaron a entrenar para la obtencién de fa muestra de semen.
5.3.Conformacion de grupos e Induccion de Sobrepeso

Los conejos se dividieron en dos grupos. En edad adulta, el grupo normopeso (n=4)
recibié una dieta conformada por 150 gramos de alimento balanceado comercial
(marca Malta Clayton, linea conejo ganador, etapa reproductor) y el grupo sobrepeso
(n=4) recibié una dieta hipercaldrica conformada por 120 gramos del mismo alimento y
ademas 12 ml de aceite vegetal mixto (marca libre Bodega Aurrera). El aporte calérico
de ia dieta normopeso fue de 2.8 mega calorias por kilogramo y' de ia de sobrepeso fue

de 3.2 mega calorias por kilogramo.

En el presente trabajo se prefirio la utlizacidn de aceites vegetales, dada su

disponibilidad y, ademas de que en la dieta comin de las personas son ios que
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actualmente se consumen preferentemente, aln a pesar de la mayor palatabilidad que
puedan tener las grasas o aceites de origen animal. El aceite vegetal mixto utilizado en
este trabajo, tiene grasas poliinsaturadas principalmente, compuestas por &cido
linoléico (omega 6) y linolénico (omega 3). El aceite vegetal mixto fue adecuadamente
aceptado en la dieta por los animales y mostraron buena palatabilidad y sin presencia
de trastornos digestivos a lo largo de todo el experimento. Durante el estudio no se
utilizaron aceites que tuvieran signos de rancidez gue pudieran motivar un consumo

menor.
5.4.Condicion de alojamiento de ios conejos

Los conejos se mantuvieron en jaulas de 88 cm x 40 ¢cm x 60 cm, suspendidas en
sistema flat deck, para facilidad de limpieza vy manejo. Se contd con disposicidn de
agua ad libitum a través de bebederos automaticos (Fig. 4). Los individuos se
mantuvieron en condiciones de luz y ventilacion natural. La temperatura y humedad
fueron monitoreadas por un termémetro/higrémetro. El alimento se colocd dos veces a
la semana y se retird del comedero el que no fue consumido para evitar enranciado.
Comederos y bebederos se lavaron con frecuencia y, se realizd la limpieza de toda el

area experimental. Obtencion y iavado de espermatozoides

La obtencion de semen se realizé dos veces por semana, procurando gue fuera por la
mafana (Fig. 6). Se utilizd una hembra adulta como estimulo (Fig. 5), también
procedente del CEIEPA UNAM. Se uso una vagina artificial y un micro tubo colector de
1.5 mi (Fig. 6). La vagina se lleno con agua a 47-50°C y la muestra seminal fue
trasladada inmediatamente al laboratorio, cuidandola de ios cambios de temperatura
con un bafo seco (36.5°C - 37°C) que ademas [a cubrié de la luz. Una vez considerado
que el sistema de coleccidon de muestras era eficiente (300 dias de edad) se
comenzaron a hacer las evaluaciones semir{'olégicas (color, volumen) vy
espermatobioscopicas. Cabe sefialar que, como era lo esperado, se detectaron

variaciones individuales en las caracteristicas de monta y ejecucién eyaculatoria, las
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cuales, se consideraron dentro de lo normal para el patrén de conducta sexual de la

especie y no tuvieron injerencia mayor que produjeran algin sesgo en los resultados.

Figura 4. Condiciones en las que se mantuvieron a los conejos Nueva Zelanda blanco.

El lavado se realizo con solucion Ringer, la muestra de semen se Hlevo a 1 ml y se
centrifugd a 500 g por 5 minutos, se retird el sobrenadante, y el botdn celular se
resuspendio nuevamente en 1 ml de solucion Ringer, a esta muestra se le denomind

espermatozoides eyaculados lavados.

Figura 5. Pareja de congjos Nueva Zelanda blanco donde la hembra fue el estimulo para ta obtencion de

semen con vagina artificial.
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Figura 6. Obtencién de semen de congjo Nusva Zelanda blanco.

5.5.Evaluacion basica de los espermatozoides

5.5.1. Determinacion de la movilidad en masa

La determinacion de la movilidad masal y la evaluacién de la morfologia espermatica se
realizaron primero en el semen sin lavar y posteriormente de ser lavado para contar
con parametros de control propio del andlisis seminolégico. Se colocaron 5 i de
semen en un portaobjetos atemperado a 36.5°C y se observé el movimiento en masa

de los espermatozoides, en el contraste de fases de un microscopio 6ptico a 10x. Se

~clasifico de acuerdo con el siguiente criterio; O=nula, 1=poca movilidad, 2=movilidad

media y 3=mucha movilidad.

Las siguientes evaluaciones se realizaron de acuerdo al manual de la Organizacion
Mundial de la Salud (2010).
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5.5.2. Determinacion de la concentracion espermatica

Se realizé una dilucion 1:100 en un tubo Eppendorf, colocando 990 pl de agua
destilada y 10 pi de la muestra de semen, se homogenizé &n vortex y se tomaron 10 i
de la dilucién para colocarla en la camara de Neubauer, en donde se realizo el conteo,
se dejo reposar unos minutos para que las células sedimentaran. E} conteo se realizo

observando la muestra en el contraste de fases del microscopio 6ptico a 40x.

5.5.3. Determinacion del porcentaje de movilidad espermatica

En un portacbjetos se colocaron 5 pl de espermatozoides lavados en un portaobjetos,
se le coloco un cubreobjetos y se observd en un microscopio Optico a 40x. Se evalud el
movimiento contando hasta 200 espermatozoides, segln las categorias: con movilidad
progresiva (movimiento lineal o en circulos rapidos direccionalmente), movilidad no

progresiva (vibran o se mueven en circulos en un mismo fugar) e inméviles.

554, Determinacion de la viabilidad espermatica

Se colocaron 5 pl de la muestra de semen lavada y 5 pl del colorante Eosina-Nigrosina
en un portaobjetos, y se realizo un frotis, se seco a la flama del mechero. Se observd
bajo el microscopio Optico a 40x. Se contaron 200 espermatozoides distinguiendo entre

muertos (tefiidos de coloracion morada o rosa oscuro) y vivos (sin tefir).

5.5.5. Determinacion de la morfologia espermatica

Se realizé una dilucién 1:30 tomando 10 pif de la muestra de semen lavada y 20 pl de
solucidn fijadora, posteriormente se realizé un frotis en un portaobjetos, se dejo secar a
temperatura ambiente, y se sumergié en la solucidon A por 3 minutos, se retiré fa
solucién con agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente. Nuevamente el
frotis se sumergio en la solucién B por 5 minutos, se retird la solucién con agua
destilada, se dejo secar a'temperatura ambiente. Cuando el frotis se seco totalmente,
se colocod Entellan y se cubrid con un cubreobjetos. Se observo al microscopio dptico a
100x. (Todo, de acuerdo con las instrucciones del estuche Espermaform). Se

registraron las anormalidades en cabeza, flagelo y presencia de gota citoplasmatica.
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5.6. Evaluacion de la Fisiologia de los espermatozoides

5.6.1. Capacitacion -

La capacitacion espermatica se determiné de acuerdo a las especificaciones -
~ establecidas por Avalos Rodriguez et al., 2004, y Cervantes ef al., 2008; a partir de una
muestra de espermatozoides previamente lavados (x2)} y resuspendidos en solucién de
Ringer, al término de cada lavado se determiné la concentracion espermatica. Se
cambiaron de medio los espermatozoides a medio Brackett con albumina sérica bovina
(BSA) en una proporcion de 10 mg/10 ml. Un primer registro de capacitacién
espermatica se realizé inmediatamente de haber transferido los espermatozoides al
medio Brackett y el valor obtenido fue considerado como control (tiempo cero), este
consistié de 10 pl de solucién de espermatozoides en un tubo cénico de polipropileno,
al que se adicionaron. 10 pl de solucion fijadora (paraformaldehido 12%) y 20 ul
clorotetraciclina, cubriendose de ia luz. Se incubd el resto de la muestra de
espermatozoides en una atmosfera de 5% de CO2/ 95% de aire durante 6 horas a
37°C. A las 6 horas de incubacion se tomo una alicuota de 10 ul a la que se le adiciond
10 uyl de solucion fijadora (paraformaldehido 12%) y 20 pl de clorotetraciclina,
cubriéndose de la luz. Las preparaciones de espermatozoides tefidos con
clorotetraciclina fueron observadas utilizando un microscopio de epifluorescencia 100x,
donde se registraron los patrones de fluorescencia, distinguiendo entre los

espermatozoides capacitados y 10s no capacitados.

5.6.2. Reaccion acrosomal

De cada muestra de espermatozoides se prepararon dos tubos eppendorf por muestra,
uno para determinar la reaccion acrosomal espontanea y otro para determinar ia

reaccion acrosomal inducida, de acuerdo al método descrito por Cervantes ef al., 2008.

A) Para determinar la reaccidn acrosomal inducida, se tomaron 25 ul de
espermatozoides lavados en Ringer, que fueron centrifugados a 500 x g por 5 minutos,
al término el sobrenadante fue descartado. El botén celular se resuspendid con una
mezcla de 50 pl de paraformaldehido al 8%, 25 pl de medio Brackett + BSA 0.3% y 10
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ul de progesterona (a una concentracion final de 3.18 pM). Se incubd a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

Se realizaron dos lavados con acetato de amoenio (0.1 M), estos lavados consistieron
en agregar 330 pl de este mismo y centrifugar a 500 X g por 5 minutos. En cada
centrifugacién se descartd el sobrenadante, y el boton celular se resuspendié con 25 pi
de acetato de amonio. En un portacbjetos previamente cubierto con poli-L-lisina (0.1%)
se colocaron 10 ul de la suspensién de espermatozoides lavados, y se agrego
suficiente colorante Azul de Coomassie G-250 (CBB) (2%) en un tiempo de 2 minutos,
al término del cual se retird el colorante por lavado con acetato de amonio y la laminilla

se dejo secar al aire.

B) Para determinar la reaccion acrosomal espontanea, se tomaron 10 ul de
espermatozoides lavados en Ringer, que fueron centrifugados a 500 x g por 5 minutos,
al termino el sobrenadante fue descartado. El botén celular se resuspendidé con una
mezcla de 20 pi de paraformaldehido al 8% y 10 pl de medio Brackett + BSA 0.3%, sin

progesterona. Se incubé a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se realizaron dos lavados con acetato de amonio (0.1 M), estos lavados consistieron
en agregar 120 pl de este mismo y centrifugar a 500G por 5 minutos. En cada
centrifugacion se descarto el sobrenadante, el botén celular se resuspendio en 25 ul de
acetato de amonio. En un portaobjetos previamente cubierto con poli-L-lisina (0.1%) se
colocaron 10 pl de la suspension de espermatozoides lavados, y se agrego suficiente
colorante CBB (2%) en un tiempo de 2 minutos, al término del cual se retird el colorante

por lavado con acetato de amonio y la laminilla se dejd secar al aire.

La reaccidn acrosomal espontanea e inducida se determind al términc de la
capacitacion (6 horas) y a las 7 horas (tiempo final). Para realizar el tubo de reaccion
acrosomal inducida, se tomaron 251l de espermatozoides ya capacitados, se les coloco
50 ul de paraformaldehido al 8% y 7.5 ul de progesterona (a una concentracién final de
3.18 uM). Se incubo a temperaiura ambiente durante 10 minutos. Se realizaron dos
lavados con acetato de amonio, estos lavados consistieron en agregar 83 ul de este

mismo y centrifugar a 500 g por 5 minutos. Se descartaron los sobrenadantes, al
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término de los dos lavados se resuspendio en 25 ul de acetato de amonio. Se toman 10
ul de la suspensién y se colocaron en un portacbjetos previamente cubierto con
polilisina 0.1%, y se tifio con CBB 2%, se retiro el colorante con acetato de amonio y se

dejo secar al aire.
5.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico consistié en comparar los datos espermatobioscépicos, de
capacitacidn y reaccion acrosomal, de conejos normopeso vs scbrepeso. Los datos se
analizaron mediante la prueba t de Student y U de Mann Whitney. El valor de
significancia fue el mismo para las dos pruebas p< 0.05. Para el analisis estadistico se

uso el paquete SPSS, IBM (Statistical Package for the Social Sciences).
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6. Resultados

6.1.Induccién de sobrepeso

En la Figura 7, se muestran los pesos promedio de los conejos de 400 dfas edad,
cuando se obtuvieron fas muestras seminales para el estudio. El grupo normopeso
alcanzé 4.09 + 0.11 kg en tanto que el grupo con sobrepeso, 5.10 + 0.19 kg, la
diferencia fue de 19.8% con significancia estadistica (p<0.05, con la prueba t Student).

La diferencia de pesos entre grupos fluctus desde 16 al 18.5%.

Son escasos los articulos de investigacion en conejos que relacionen el sobrepeso con
aspectos de fertilidad masculina, incluso como se anotd anteriormente, la condicion de
sobrepeso u obesidad en esta especie, no estd caracterizada, en contraste abundan
trabajos en relacion a calidad espermadtica, dada la ventaja de obtener sus muestras
seminales de manera muy accesible, frecuente y por tiempo considerable. Ante este
vacio de informacidn los resultados aqui obtenidos, nos permitieron conocer que |a
condicién de sobrepeso con la administracion de una dieta hipercalérica (15% mayor
de energia que la dieta comercial), mostré diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) después de pubertad (60-70 dias de edad) y permanecié durante todo el
tiempo de estudio (400 dias de edad, 4.1 + 0.2 normopeso vs 4.7 + 0.1 sobrepeso, con

una p< 0.05).
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Figura 7. Peso corporal promedio (xDE) de conejos Nueva Zelanda blancos normopeso y sobrepeso. El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas en el peso de los grupos de conejos (t
Student, p<0.05, n=4).

6.2. Analisis Seminolégico y Espermatobioscopico

Se detectaron variaciones individuales en las caracteristicas de monta y ejecucion
eyaculatoria, las cuales estuvieron dentro del patrén de la especie. El color de las
muestras seminales (blanco amarfilado) fue muy similar entre grupos. El volumen
seminal del grupo sobrepeso presenté, contrario a lo esperado, un volumen
ligeramente menor (0.69mlz0.19mi vs 0.64ml+0.13ml), sin diferencia significativa (U de
Mann Whitney, p>0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas para los
parametros de movilidad en masa ya que al tener como valores maximos al nimero 2 y
3, ambos grupos presentan buena calidad seminal, pues los normopeso tuvieron 100%
y el grupo sobrepeso tuvo el 63%, de concentracion espermatica (483.08x10° +
386.46x10° normopeso vs 569.5x10° £ 453.77x10° sobrepeso), movilidad progresiva
(3.3 £ 20.64% normopeso vs 53.7 + 24.0% sobrepeso) y viabilidad (75.59 + 9.65%
normopeso vs 70.4+10.3% sobrepeso). En todas las anteriores los valores promedio

fueron ligeramente superiores para los conejos con peso normal pero, como ya se
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menciond, sin haber diferencias significativas. Los Unicos parametros donde si se
presentd una diferencia significativa fue para el porcentaje de espermatozoides
inmoviles, donde fue mayor para el grupo sobrepeso (18.6% + 14.9% normopeso vs
17.9 £ 8.4% sobrepeso respectivamente U de Mann Whitney, p<0.05) y en el
porcentaje de anormalidades en cabeza y flagelo, fueron mayores para el sobrepeso
con respecto al normopeso 35 + 13.3% vs 19.54 + 4.91% respectivamente (con una

significancia de p<0.05, prueba t Student) (Tabla 1).

- Tabla 1. Datos comparativos de los parametros espermatobioscopicos de las muestras
de conejos normopeso y con sobrepeso. Los datos representan los valores promedio +
DE para cada una de las variables analizadas. Letras diferentes (superindices) indican
diferencia significativa en la comparacién de los valores del grupo de conejos con

sobrepeso respecto a los normopeso (U de Man Whitney, n=20).

PESO NORMAL SOBREPESO NIVEL DE
SIGNIFICANCIA
% Movilidad 53.3+206 537 +24.0 p=0.306
Progresiva
%Viabilidad 755196 704 £10.3 p=0.070

'. Concentracion
espermatica 483 £ 386.4 569.5 £ 453.7 p=0.412

(x10° spz/mililitro)
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6.3. Capacitacion

En promedio, ambos grupos presentaron 5% de capacitacion espermatica a las 0 horas
y, mientras que a las 6 horas, se presentd una diferencia significativamente mayor en
espermatozoides del grupo de conejos normopeso (24.8 + 8.13% en promedio) con
respecto a las muestras de espermatozoides de los conejos con sobrepeso (16.5 +
6.80% en promedio) (U de Mann Whitney, p<0.05). Lo que indica que los

espermatozoides de conejo con sobrepeso, se capacitan menos.

Se contaron 100 espermatozoides en cada una de las condiciones experimentales, y se
clasificaron de acuerdo al patron de fluorescencia gue se observo en la regién de la
cabeza. El patron de espermatozoides no capacitados, muestran presencia de CTC en
toda la cabeza de forma homogénea, es decir, fluoresce toda la cabeza; mientras que
el patrén de espermatozoides capacitados muestra fluorescencia en la regién anterior

de la cabeza o el area que corresponde al acrosoma (Fig. 8).
6.4.Reaccion Acrosomal

La reaccion acrosomal espontanea a las 0 horas, fue ligeramente mayor (sin diferencia
estadistica) en los espermatozoides de los conejos con sobrepeso 30.6% vs 28.5%
normopeso. Al cabo de 7 horas, la reaccion acrosomal espontanea mostrd marcadas
diferencias entre grupos (39.2 + 8.8% normopeso vs 20.6 + 4% sobrepeso, t Student,
p<0.05). En la reaccion acrosomal inducida por progesterona se encontré un
comportamiento diferente, con diferencias significativas en el tiempo 0 horas (40.5 +
11.9% normopeso y 25.1 + 7.3% sobrepeso respectivamente) y sin diferencias luego de

7 horas de induccion (34% normopeso y 38.5% sobrepeso) (Tabla 2).

Se contaron 100 espermatozoides por cada laminilla y en todos los cascs se
clasificaron a los espermatozoides de acuerdo al patron de tincion de sus acrosomas.
Los espermatozoides que no han experimentado reaccién acrosomal presentan una
tincion azul marcada en la membrana acrosomal de la cabeza, mientras que los
espermartozoides reaccionados no presentan esa tincion, siendo evidente la pérdida

del acrosoma (Fig. 9).
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Tabla 2. Comparacién de los valores promedio £ DE del porcentaje de capacitacion y
de reaccidn acrosomal in vitro de las muestras de espermatozoides de congjos Nueva
Zelanda normopeso y sobrepeso. Letras diferentes (superindices) indican diferencia
significativa en la comparacion de los valores del grupo de conejos con sobrepeso
respecto a los normopeso (capacitacion, n= 12, U de Man Whitney, p<0.05; reaccién

acrosomal, n=10, t Student, p<0.05).

PESO SOBREPESO NIVEL DE
NORMAL SIGNIFICANCIA
% Capacitacion 48+05 5337 p=0.952

Tiempo inicial (O hr)

% Reaccmn Acrosomal 28587 30.6 £19.7
Espontanea (0 hr)

%Reaccion 34+137 3852171 p=0.407
Acrosomal inducida (7 hr)
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Figura 8. Patrones de capacitacién obtenidos con Clortetraciclina (100x, microscopta de epi-

fluorescencia). A) Espermatozaide capacitado, B) Espermatozoide no capacitado.

Figura 9. Patrones de reaccién acrosomal, tincion azul de comassie G250 (100x microscopia de campo

claro). Espermatozoide reaccionado (flecha naranja) y espermatozoide no reaccionado (flecha azul).
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7. Discusion

El sobrepeso (SP) y la obésidad (OB), se han estudiados en varios modelos anirﬁales,
como en el ratén, donde se ha reportado que inducen desde modificaciones genéticas
hasta deficiencias hOI’I’!‘lOE’iéiES, que se han relacionado con infertilidad en el macho. La
induccion de sobrepesb y obesidad 'con. diétés altas en energia también se ha
estudiado en la rata. En el humano, estas condiciones se han definide mediante el
indice de masa corporal (IMC), que es ia relacioén entre la estatura y el peso corporal,
en donde una persona con IMC>25 es categorizada en sobrepeso y con IMC>30 en
obesidad. Sin embargo, en el conejo no existe en ia literatura evidencia de la condicion
de sobrepeso y obesidad en conejos de compariia o mascota (lkeda ef al., 1981; OMS,
2011; Srinivasan y Ramarao, 2007) o acaso un intento de definirla basandose en
condicion corporal (Meredith, 2012). En los modelos animales de SP y OB se ha
preferido el uso de omnivoros, entre los que figuran los roedores; sin embargo, la
utilizacion de un herbivoro, como el conejo, es compleja dado que tiene un
metabolismo energético diferente y la autorregulacion energética propicia que la
induccién para el sobrepeso y obesidad sea mas complicada. EI modeio conejo,
seleccionado para el presente trabajo, soluciona la necesidad de obtener muestras
seriadas de semen y la posibilidad de hacer, en ofro momento, tratamientos
preventivos o reversibles del SP y la OB. En la literatura se encuentran trabajos en
relacion con el efecto de dietas hipercolesterénemicas, que utilizan como modelo al
conejo e incluso donde se han dedicado a observar sus efectos en la reproduccién,
pero también sefalan que serfa aventurado categorizarla como sobrepeso y obesidad
(Lancellotti ef al, 2013). En este trabajo se prefiro la utilizacion de aceites vegetales,
dada su disponibilidad y, ademas de que en la dieta comin de las personas son los
gue se consumen preferentemente, aun a pesar de la mayor palatabilidad que puedan
tener las grasas o aceites de origen an"imal. El aceite vegetal mixto utilizado en este
trabajo, contiene, principalmente, grasas polinsaturadas compuestas por &cido
linoléico (omega 6) y linolénico (omega 3). Este aceite vegetal mixto fue aceptado

adecuadamente en la dieta de los animales, los que mostraron buena palatabilidad y no
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desarrollaron trastornos digestivos a lo largo del experimento. Es importante mencionar
que consideramos el peso promedio de los conejos que recibieron la dieta de alimento
balanceado como peso normal (0 normopeso) en tanto que, a la diferencia de peso con
el grupo que recibié el balaceado mas aceite como sobrepeso. La diferencia de
consumo energetico 320 kcal vs 435.5 kcal entre grupos, permitid alcanzar una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) de peso promedio desde que los
animales ailcanzaron la pubertad (3 meses de edad, Alvarifio, 1993 y Martinez, 2004) y
estas diferencias de pesos se mahtuvieron durante todo el tiempo con una oscilacion
de diferencia de peso entre grupos del 16 al 18.5%. Estas diferencias de pesos son
similares a las encontradas por Lancellotti ef al. (2013) para conejos y Vigueras ef al.
(2009) para ratas, donde, ademas especifica que fa induccién al sobrepeso con una
dieta especialmente balénceada y alta en energia, lograron tener efecto solamente en
una de cada dos ratas, es decir una eficiencia de induccién a obesidad del 50%; en el
presente trabajo se logré también el efecto en uno de cada dos conejos, asi para poder
presentar una n=4 en nuestro grupo con sobrepeso, se iniciaron con poco mas del
doble de conejos (n=10). Por otro lado, se ha reportado que, en varones, el sobrepeso
y la obesidad se alteran las concentraciones hormonales, aumentando la de estradiol y
disminuyendo la de testosterona, con lo cuai existe una disminucion de las funciones y
parametros reproductivos (Hammoud et af., 2008; Teerds et al,, 2011). Por su parte, Du
Plessis et al. 2010 sugieren que al aumentar el nimero y tamano de adipocitos, como
origen y consecuencia de la obesidad, se desencadenan cambios fisicos y hormonales,
como el incremento en la concentracion de leptina, estrégencs e insulina y la
disminucion en la concentracion de testosterona. Uno de los cambios seminales mas
evidentes reportado en la literatura ha sido fa disminucién en el volumen seminal, como
consecuencia de la disminucion de la testosterona y su efecto sobre testiculo,
epididimo y glandulas sexuales accesorias, sin embargo; en el presente trabajo no se
encontré una relacion entre el sobrepeso y el volumen seminal (0.69 ml+ 0.19 mi en
normopeso y 0.64 m = 0.13 ml en sobrepeso, p>0.05 U de Mann Whitney). EI
volumen seminal es congruente con lo reportado por Lancellotti (ef al,, 2012), dado que

este parametro, en conejos normopeso, fluctia entre 0.25 y 1ml, en tanto que en
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conejos no hipercolesteronémicos obtuvieron un volumen seminal de 0.8ml + 0.6mi;
esta amplia variacion obedece a muchos factores, entre los que se encuentran época
del afio (menores en otofio y altos en primavera), edad, frecuencia de coleccion, tipo de
estimulacién, sistema de coleccion, estado nutricional y condicién corporal. Otros
autores sefialan haber encontrado diferencias significativas en volumen seminales
entre normopeso vs sobrepeso y obesidad, en especies como: humano y rata

(Vigueras ef al., 2009; Du plessis ef al., 2010} lo que, en el presente trabajo, no se

. encontro.

Algunas investigaciones (Bakos et al., 2010 y Ghanayem ef af., 2010) reportaron que
en ratén obeso, existe una sensible disminucidn de la movilidad espermatica (20%, en
hiperactivacion). En conejos, alimentados con 0.05% de colesterol en la dieta, se
reporté una disminucién de la movitidad espermatica total (54.6%) mientras que los que
no lo recibieron tuvieron 76.8% (Lancelloti, et af., 2013). Los datos aqui obtenidos para
la movilidad espermatica masal no mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre
los normopeso con respecto a los sobrepeso (2.6+0.4 vs 2.410.8, respectivamente),
cabe sefalar que esta escala utilizada es equivalente a una media movilidad (>50%)
con tendencia hacia una alta movilidad masal (>70%), e indica una calidad espermatica
adecuada en ambos grupos de conejos. La movilidad progresiva agui obtenida
tampoco fue diferente entre grupos (53.3+20.6% y 53.7+24.0% respectivamente). Estos
resultados son contrarios a lo encontrado en varones (Hammoud ef al., 2007; Martini ef
al., 2009) vy ratas (Vigueras et al, 2009) 57.20% control y 42.55% obesas
respectivamente (p<0.006), donde demuestran que exisie una relacién inversa entre el
aumento de peso corporal y la movilidad espermatica. En la proporcién de
espermatozoides inmoviles, si se encontrd diferencia significativa (p<0.05) entre grupos
(18.6 £ 144 y 17.9 + 8.4, respectivamente) a pesar de que los valores promedio son

mMuy cercanos.

La movilidad espermatica es resultado de muchos factores, tanto los que estan
involucrados en la espermatogénesis, como en la maduracién e, incluso, una vez

maduros, en la interaccion con componentes del medio circundante. Se ha mencionado
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que el sobrepeso y la obesidad disminuyen la concentracion de testosterona, que,
como es bien conocido, es fundamental para el proceso de formacién, maduracion y
almacenamiento espermatico. Asi, la reduccion en movilidad - sugerida. por varios
autores, en espermatozoides de varones y machos con scbrepeso y obesidad, estaria
relacionada con la disminucién de testosterona. Pero, ademds, se ha establecido que la
condicion de sobrepeso y obesidad aumenta el nimero y tamafio de adipocitos,
modificando la ubicacion de depdésitos grasos. En varones, se ha establecido que
seincrementan los depositos grasos suprapubicos, asi como los epididimarios y en el
escroto. En conejo, aumentan los depésitos supraescapulares, mesentéricos,
perirenales y epididimarios. Estos depodsitos grasos dificultan la termorregulacion
testicular necesaria para el buen funcionamiento de las goénadas y aumenta la
produccion de ROS; esto trae como consecuencia alteracién a varios niveles desde
membranales por la lipoperoxidacién asi como de la funcion mitocondriai, dado que es
el organelo que mas los produce y que, en el espermatozoide, se encuentran de
manera helicoidal en torno a la regién del cuelio y, por lo tanto, afectaran la
funcionalidad y batimiento del flagelo, evidenciado por cambios en el patron de

movilidad (Vigueras et al. 2009 y Fernandez et af., 2011).

Los espermatozoides de la mayoria de los mamiferos, presentan una morfologia
homogénea, que se correlaciona con su capacidad fecundante. Debido a que se
reconocen variaciones morfoldgicas entre espermatozoides de una misma muestra de
semen, en el caso de los humanos se considera que los espermatozoides son
morfologicamente normales cuando han concluido el proceso de maduracion (WHO,
2010). Por lo tanto, la asignacién de una morfologia normal solo puede hacerse con
.espermatozoides recuperados del aparato reproductor femenino. La evaluacion
morfolégica de los espermatozoides en muestras de semen eyaculado de conejo se
consideraron espermatozoides morfologicamente normales, cuando presentaban las
caracteristicas que se describen en la literatura, cuando estaban integros, sin
duplicacién, carencia o alteraciones notorias de cabeza y/o flagelo y que hayan

concluido el proceso de maduracion epididimaria por lo que ya no debian presentar
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gota citoplasmatica (Bedford, 1963; Wyrobek et al.,, 1983; Kawai et al., 2006; Roussel,
1984).

El conejo, es un animal interesante y debe estudiarse en &l el efecto del aumento de los
depositos grasos. Tiene la particularidad de contar con dos escrotos y testiculos
completamente separados. Adem&s, es una especie que mantiene sus anillos
inguinales abiertos para permitir el paso del testiculo y epididimo de manera libre desde
la zona escrotal hasta la region inguinai, aun en el animal aduito. Por ello, lo convierte
en un modelo en el que se puede profundizar el conocimiento del control de
temperatura del testiculo asi como el efecto de las ERO sobre la espermatogénesis, la
maduracion y el almacenamiento espermatico. La viabilidad espermatica aqui obtenida
fue de 75.6 + 9.6% para el grupo normopeso y 70.4 + 10.3% para el sobrepeso, sin ser
una diferencia significativa. En ratas obesas la viabilidad espermatica disminuyd con
respecto al grupo control un 28.88% mostrando ademas diferencias significativas
(Vigueras et al., 2009). En los conejos hipercolesteronémicos la viabilidad fue similar
gue en los controles (85.8 y 88.8% respectivamente) (Lancelotti et al., 2013); indicande
con ello, que la viabilidad es menos sensible que la movilidad para el efecto del

sobrepeso y obesidad.

Con respecto a la conceniracion espermatica no se encontrd diferencia entre el grupo
normopeso y sobrepeso (483X10° + 386 vs 569X10° + 453 respectivamente). En
contraste con lo reportado por Du Plessis et al. (2010), Hammoud ef al. (2007) y
Vigueras et al. (2009), donde encuentran disminucion en la concentracion espermatica

conforme aumenta el indice de masa corporal.

En conejos hipercolesterolémicos las anormalidades en los espermatozoides fueron de
336 = 35 vs 21.1 + 24% en no hipercolesterolémicos, lo que significa que se
incrementan las anormalidades en los espermatozoides de conejo al modificar su dieta.
En el grupo de sobrepeso las anormalidades de cabeza fueron mas, 27.5 + 3.5% que

en los normopeso, 8.29 +4.5% (p<0.05, t Student).

Por ofro lado, los procesos biologicos mas importantes para que el espermatozoide

adquiera la capacidad para fertilizar al ovocito son: la diferenciacién espermatica, la
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maduracion epididimaria, la capacitacion y la reaccion acrosomal. Fisiolégicamente, el
segundo proceso, acontece durante el transito de los espermatozoides por el
epididimo, mientras que los dos Ultimos procesos se llevan a cabo después de que el
espermatozoide fue eyaculado dentro del aparato reproductor femenino. Cuando los
espermatozoides progresan dentro del conducto epididimario, desde su origen en la
proximidad del testiculo, hasta llegar a la cauda del epididimo, se consideran
espermatozoides maduros y al igual que los espermatozoides eyaculados, son
potencialmente fertiles. Durante el proceso de capacitacion espermatica se han
descrito cambios a nivel de la membrana plasmatica, que incluyen la eliminacién
gradual de glicoproteinas y [a modificacion de la fluidez membranal. Ambos se
atribuyen a la reduccién del colesterol membranal asi como a cambios en la
distribucién y composicton de |los fosfolipidos de membrana (Yanagimachi, 1994; Nolan
et al, 1995; Muller et al., 1996, Gadelia et al., 1999).

En el presente se encontré que el sobrepeso tuvo efecto negativo y significativo en la
capacitacion espermatica a las 6hr (16.5%) en comparacién con la obtenida con
espermatozoides del grupo de normopeso {24.6%), es decir se fuvo una disminucién de
capacitacion espermatica del 12%. En contraste, Lancellotti ef al. (2013), en conejos
hipercolesteronémicos encontraron una disminucion en la capacitacion del 50% con
respecto al grupo control, la cual explican a fravés de que la dieta con 0.05% adicional
de colesterol provoca incremento de su concentracién en sangre pero, ademas, se
incorpora a la membrana plasmatica del espermatozoide provocando rigidez (o menor
fluidez) y dificultad para alcanzar la capacitacion y la funcionalidad adecuada.
Asimismo, reportan que al cambiar la administracion de colesterol por el aceite de oliva
a 7% (como en una dieta Mediterranea)} observan que la capacitacién aumenta un
150% con respecto al valor inicial de los hipercolesteronémicos, explicando que los
lipidos del aceite de oliva son mejores para la salud y para las funciones fisiologicas, en
este caso, para la movilizacion del colesterol de la membrana plasmatica del

espermatozoide.
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En el presente trabajo se encontré que el sobrepeso no afecta la reaccion acrosomal
espermatica inducida in vifro, pues después de incubar 7 horas los espermatozoides
de conejos con normopeso tuvieron el 34% de reaccién acrosomal en tanto que los de
sobrepeso tuvieron 38.5%, sin embargo Lancellotti ef al. (2013), reportaron una .
disminucion en el porcentaje de espermatozoides con reaccién acrosomal inducida en
el grupo de conejos hipercolesteronémicos, con respecto a los espermatozoides del

grupo que no recibiod colesterol.

Por otro fado, la reacciéon acrosomal espontdnea después de incubar es muy elevada
en ambos grupos, pero en el grupo sobrepeso esta es menor 20.6% vs 39.2
respectivamente. La reaccion acrosomal inducida al tiempo O en el grupo de

sobrepeso, es menor, 25.1% en comparacién con el grupo normopeso, 40.5%.
P

Se sabe que los espermatozoides llevan a cabo reaccién acrosomal espontanea en
respuesta a estimulos como proteinas de la ZP, liquido folicular o progesterona (Kim y
Gerton, 2001). Un espermatozoide que lleva a cabo reaccién acrosomal prematura, no
es capaz de ferlilizar al ovocito. En ausencia de estimulos o agonistas el
espermatozoide puede experimentar reaccién acrosomal espontanea. Se ha reportado
que la temperatura y el daflo mecanico son factores que pueden promoverla. (Cherr et

al, 1986; Cummins y Yanagimachi, 1986)

Es importante reflexionar porqué si las condiciones de sobrepéso y obesidad han
aumentado estratosféricamente en tiempos recientes en poblacién humana, por qué
razén no lo ha hecho la infertilidad en ta misma proporcién. Ademas, por qué es
indeseable la obesidad entre los efectivos (machos y hembras reproductores) de una
granja de produccién animai, ya que, cuando un animal esta en dicha condicion es
sometido a dieta rigurosa para no-rmalizar SU pPesc 0, en suU ¢aso, es retirado de la
funcion reproductiva, es decir, los problemas reproductivos de animales con peso
excesivo son manifiestos. En pobiacion humana las investigaciones al respecto ponen
de manifiesto que hay una relacion entre el scbrepeso cbesidad con la infertilidad,
pero haciendo un énélisis acucioso encontramos que, aun en estudios de poblacidn

abierta, existen varones que obesos que no manifiestan problemas de infertilidad. En el
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articulo de Hammoud et al. (2008), aclaran que el problema de! sobrepeso y la
obesidad esta bien caracterizado para la mujer, no asi para el hombre, en donde solo
hay algunas evidencias como por ejemplo la concentracién menor de testosterona total
y libre, en tanto que aumenta la de estradiol. Estos mismos autores sefialan que uno de
los hallazgos principales en varones obesos es la incidencia de oligozoospermia
(<20x1 Osespermatozoides/ml), sin embargo, ésta existe en el 5% de los varones con
normopeso y en el 15.6% de los obesos (refacion 1:3) esto significa que, existen un
84.4% de varones obesos que no tienen oligozoospermia. Esto es muy relevante
porque, si bien se ha descriio una relacidn entre el peso corporal con las
anormalidades de parametros reproductivos de los varones, su incidencia es muy
precaria para generar un problema serio de infertilidad poblacional: ademas,
considerando los hallazgos de Lancelloti et &/, (2014) que encuentran problemas en los
parametros seminolégicos y espermatobioscopicos de conejos que consumen
colesterol (0.05%), estos no son' suficientes para generar infertilidad o subfertilidad,
antes bien, demuestran que al suplir el colesterol por aceite de oliva (7%) los conejos
revierten por completo las deficiencias, lo que supone en una poblacion abierta con una
dieta variada, aunque enriquecida de carbohidratos o lipidos, la naturaleza de éstos, la
cantidad consumida, asi como la composicion total de la dieta pueden influenciar para
que, a pesar de tener un peso adicional no se presenten problemas reproductivos

mayores.

En relacidn con los conejos del presente estudio, categorizados como con sobrepeso,
se tuvieron respuestas copulatorias adecuadas, para la obtencidén de semen. Cuando
en una granja existen conejos sementales con pesoc excesivo, la libido se abate
sensiblemente y, en caso de presentarla, la consumacién del acto sexual para la
eyaculacion es dificll, cansandose rapidamente con los movimientos pélvicos
copulatorios, razdn por la cual se les somete a regimenes alimenticios controlados
para que pierdan peso o, en su caso, son eliminados del grupo de reproductores, de
manera que los pesos alcanzados por los animales del presente estudio no fueron lo

suficiente para generales dichos problemas reproductivos.
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9. Conclusiones

El sobrepeso en conejos Nueva Zelanda blanco adultos provocé anormalidades en
cabeza y flagelo del espermatozoide. Ademas se encontré que la capacitacion
espermética disminuye, la reaccién acrosomal espontanea aumenta y la reaccion

acrosomal inducida disminuye.
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Apéndice 1. Reactivos y Soluciones
¢ Solucién Eosina-Nigrosina para viabilidad espermatica.
Eosina 1% en agua destilada
Nigrosina 10% de agua destilada
En proporcion 2:3 (vol. / vol.) respectivamente
Diluir en citrato de amonio
o Kit Espermaform
50 ml colorante A
50 ml colorante B
50 ml de fijador

Este kit permite distinguir las diferentes estructuras del espermatozoide, para la
evaluacion de la morfologia de acuerdo a los criterios de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).
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