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Resumen

Los avances en la comprensidn en el proceso del envejecimiento han permitido retrasar dicho evento
y aumentar la longevidad. Diversos estudios indican que el envejecimiento puede estar influenciado
por muchos factores, incluyendo los nutricionales. Asi, se sabe que el control dietético puede ser un
factor importante sobre la longevidad, demostrandose que la restriccion calérica (RC) es la
manipulacion fisioldgica mas eficaz para extender la expectativa maxima de vida en algunas especies
animales y mejorar el estado de salud en los humanos, dentro de los efectos benéficos sistémicos se
encuentran: la mejora a la resistencia a la insulina, mantenimiento de la funcién hormonal y
reproductiva, esto en sujetos jovenes. Sin embargo, los efectos de la RC en el envejecimiento no han
sido totalmente esclarecidos. Por lo que el objetivo principal de este estudio fue evaluar los efectos
de la RC sobre parametros metabolicos y reproductivos en un modelo animal envejecido. Se utilizaron
ratas macho Wistar de 12 meses de edad, las cuales fueron distribuidas en los siguientes grupos:
control (ad libitum), RC 15% y RC 35% durante 6 meses (ratas de 18 meses de edad) y 12 meses
(ratas 24 meses de edad); al término de la RC se evaluaron pardmetros reproductivos como: la
conducta sexual masculina “CSM” y la calidad espermatica; asi como los bioquimicos: glucosa,
hormonas gluco-reguladoras y esteroides sexuales a nivel plasmatico. Ademas, se cuantifico la
anexina V en el epitelio seminifero del tejido testicular como marcador de dafio o muerte celular. Los
resultados obtenidos mostraron que los grupos sometidos a RC a los 6 meses mejoran la CSM y la
calidad espermaética asociados a un incremento en la testosterona plasmatica y anexina V en el epitelio
seminifero de los testiculos en comparacion con su grupo control. Interesantemente, el perfil
metabolico de los animales con RC mejor6 en comparacion a su grupo control basado en la
disminucién de la glucosa, la insulina, la leptina y el estradiol plasmatico. Sin embargo, a los 12 meses
de RC no se mantienen los efectos de la RC sobre los pardmetros reproductivos. Nuestros datos sugieren
que laRC iniciada en la edad madura restablece la CSM, asi como la funcién reproductiva en animales
viejos a los 6 meses de RC, a expensas de la mejoria en la funcion endocrina durante el

envejecimiento.

Palabras clave: Restriccién calérica, conducta sexual, tubos seminiferos, testiculo, testosterona.



Abstract:

Advances in understanding of aging process have made it possible to delay this event and increase longevity.
Some studies indicate that aging can be influenced by many factors, including nutritional ones. Thus, it is known
that dietary control can be an important factor on longevity, demonstrating that caloric restriction (CR) is the
most effective physiological manipulation to extend the maximum life expectancy in some animal species and
improve the state of health. In humans, within the systemic beneficial effects are: improvement in insulin
resistance, maintenance of hormonal and reproductive function, this in young subjects. However, the effects of
CR on aging have not been fully clarified. Therefore, the main objective of this study was to evaluate the effects
of CR on metabolic and reproductive parameters in an aged animal model. Male Wistar rats of 12 months of
age were used, which were distributed in the following groups: control (ad libitum), RC 15% and RC 35% for
6 months (18-month-old rats) and 12 months (24-month-old rats); at the end of the CR, reproductive parameters
such as: male sexual behavior "MSB" and sperm quality were evaluated; as well as biochemicals: glucose,
glycoregulatory hormones and sex steroids at the plasmatic level. In addition, annexin V was quantified in the
seminiferous epithelium of testicular tissue as a marker of cell damage or death. The results obtained showed
that the groups with CR at 6 months improved MSB and sperm quality associated with an increase in plasma
testosterone and annexin V in the seminiferous epithelium of the testicles compared to the control group.
Interestingly, the metabolic profile of CR animals was improved compared to their control group based on
decreased plasma glucose, insulin, leptin, and estradiol. However, after 12 months of CR, the effects of CR on
reproductive parameters are not maintained. Our data suggest that CR initiated in middle age restores MSB, as
well as reproductive function in old animals at 6 months of CR, at the expense of improved endocrine function

during aging.

Keywords: calorie restriction; male sexual behavior; seminiferous tubules; testis; testosterone
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1.0 Introduccion

La restriccion calorica (RC) es la reduccion de la ingesta de calorias sin detrimento de la nutricién, lo
que significa disminuir todos los nutrientes del individuo (proteinas, lipidos, minerales,
carbohidratos) afectando sélo la ingesta energética, sin comprometer el funcionamiento del
organismo (McCay et al., 1935; Pifferi & Aujard, 2019). La RC es una de las intervenciones
geroprotectoras mas estudiadas y efectivas en diversos modelos animales, tales como: caenorhabditis
elegans, drosofila melanogaster y en ratones (Weindruch & Sohal, 1997; Fontana y Partridge, 2015);
a través de la activacion de moléculas mensajeras como la SIRT1, mTOR, IGF1, PGC-1a, FOXO3
(forkhead Box O3), y AKT (protein kinase B ), que son capaces de modular el envejecimiento y
prolongar la vida de las especies antes mencionadas (Fontana y Partridge, 2015; Niederhofer et al.,
2017).

La creciente evidencia ha sugerido que la RC también beneficia la vida util y la salud de los primates
y los humanos (Kemnitz, 2011; Marchal et al., 2012; Le Bourg, 2018); se ha demostrado que la RC
puede facilitar la condicion fisica, reduce el indice de masa corporal, mejora el estado de la piel, la
funcién hepatica y renal, disminucion de riesgo a enfermedades cardiovasculares, asi como el
mantenimiento de la funcién endocrina y el restablecimiento de la conducta sexual (McCay et
al.,1935; Fontana y Partridge, 2015; Mattison, 2017; Pifferi & Aujard, 2019).

Las concentraciones adecuadas de hormonas como la testosterona (T), el estradiol (E>), e incluso la
prolactina (PRL) son necesarios para la expresion de la conducta sexual masculina (CSM) en los
mamiferos, la cual ocurre en respuesta a la presencia de una pareja sexualmente potencial (Jennings
& de Lecea, 2020). El despliegue de la CSM requiere de una serie de factores externos e internos,
como: el ciclo circadiano o estacional, la temperatura y la funcién del eje hipotalamo-hipo6fisis-génada
(HHG) (Hull & Dominguez, 2015; Pascual-Mathey et al., 2015); ademas de un sustrato neural capaz
de recibir y procesar los estimulos externos para iniciar la interaccion sexual, que da lugar a las
respuestas motoras que incluyen la monta, intromision y la eyaculacion (Morali et al., 2003; Bonilla-
Jaime et al., 2006;), una alteracion en estas hormonas inhibe la CSM (Corona et al., 2016; Kahn &
Brannigan 2017; Khodamoradi et al., 2020). Amplia evidencia ha demostrado que la CSM disminuye
con la edad en ratas macho (Smith et al., 1992; Wu & Gore., 2010) alterdndose los parametros de
latencia de eyaculacion y tasa de intromision en ratas de 24 meses de edad (Lucio et al., 2013). Asi
como un déficit funcional en las células testiculares (Barry et al., 2000) y como consecuencia se ha
reportado una disminucién en el nimero de espermatozoides y de células germinales. La pérdida de

las células germinales podria estar relacionado con una disminucién en la capacidad de las células de
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Sertoli para soportar la supervivencia de las células germinales y su diferenciacion, o bien, la
reduccidn en la disponibilidad de T producida por las células de Leydig (Chen et al., 2004). Otros
estudios realizados en ratas longevas Brown Norman observaron un aumento en la expresién de genes
relacionados con procesos de envejecimiento en la cauda y cuerpo del epididimo, sitio en donde los
espermatozoides obtienen su maduracion y son almacenados (Kathryn & Bernard, 2003). Por lo que
el proceso del envejecimiento puede ser un factor determinante en la disminucion progresiva de la

funcién reproductiva masculina.

A la fecha, los efectos benéficos de la RC sobre la conducta sexual en los roedores no han sido
aclarados completamente, debido a que sus efectos pueden ser positivos o negativos dependiendo del
porcentaje en la reduccion de nutrientes; el tiempo de la exposicion a la RC y la edad de inicio de la
RC (Anderson 2009). Por ejemplo, ratas macho en edad reproductiva sometidas a RC del 25 % al 50
% por un periodo de 4 a 5 semanas mostraron una reduccion importante en el peso corporal, una
deficiencia en la ejecucion de la CSM y una disminucion en la preferencia sexual por la hembra,
asociado con una disminucion en la concentracion de T en las ratas con RC del 50 %; mientras que
en las ratas con RC del 25 % no presentaron esas alteraciones (Govic, 2008), por lo que resulta
necesario indagar con mas detenimiento el efecto de la RC en la ejecucion de la CSM en diversas
etapas durante el envejecimiento. Por lo que el objetivo de este estudio fue determinar el efecto a

largo plazo de la RC sobre parametros reproductivos de la rata Wistar.
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2.0 Marco teorico

Envejecimiento y Longevidad

El envejecimiento desde un punto de vista biol6gico afecta a todas las especies y se considera un
“efecto secundario” natural e inevitable de la vida, muchas teorias y clasificaciones han sido
propuestas para explicar el envejecimiento humano (Pardo, 2003), pero una sola no puede explicar
todos los puntos relacionados a esta, a pesar de la observacion de que la duracion de la vida puede
variar mucho entre especies e individuos (Taormina et al., 2019). Se define como un proceso
paulatino y gradual de deterioro de la capacidad funcional del organismo, con la pérdida progresiva
de la funcién en los distintos tejidos que lo componen. Ademas, aumenta la vulnerabilidad y
susceptibilidad a enfermedades cronico-degenerativas, alteraciones del sistema inmune o tumores
derivados de la desregulacién de la proliferacion celular que tiene como punto final la muerte (OMS,
2015). Ademas, se ha descrito que la longevidad es un fenémeno multifactorial, complejo en el que
las redes hormonales implicadas para la regulacion de la homeostasis y la supervivencia ejercen un
fuerte impacto sobre la duracién o esperanza de vida que tienen los individuos (Garasto et al., 2017;
Taormina et al., 2019). Asi, el envejecimiento esta siendo foco de estudio, pues se sabe que la
pirdmide poblacional se esta invirtiendo, asi, se estima que para el 2050 se encontrara totalmente
invertida, siendo la mayor parte de la poblacion de la tercera edad (Albright & Albright, 2003). La
edad avanzada se ha convertido en el principal factor de riesgo de enfermedades cronicas y
devastadoras de alta prevalencia, como el céancer, las enfermedades cardiovasculares y las
neurodegenerativas (Schmeer et al., 2019). Clasicamente, el proceso de envejecimiento se ha
caracterizado por varias caracteristicas distintivas que comprenden dafio genémico y reduccién de
telomeros, alteraciones epigenéticas, desregulacion de la proteostasis y deteccion de nutrientes,
disfuncion mitocondrial, colapso de la reserva de células madre, deterioro de la comunicacion entre
celulas y senescencia celular (L6pez-Otin et al., 2013; Schemer et al., 2019). EIl caracter progresivo
del envejecimiento determina que sus causas estén presentes durante toda la vida, tanto en individuos
jévenes como en individuos de edad avanzada. Sin embargo, la velocidad con la que se envejece no
solo se encuentra asociada a factores celulares enddgenos, como podria ser el acortamiento de los
teldmeros, el aumento en el estrés oxidante, disfuncién mitocondrial, la senescencia celular, la
inestabilidad gendémica y la pérdida de la proteostasis (Lopez-Otin et al., 2013). También a factores
exogenos tales como las radiaciones ultravioletas y las modificaciones en la ingesta dietética podrian
modificar a los factores endégenos potenciando o reduciendo sus efectos sobre la calidad y esperanza
de vida (L6pez-Otin et al., 2013).

Estudios actuales indican que el envejecimiento puede estar influenciado por factores nutricionales
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(Mitchell et al., 2001; Sharp & Richardson, 2011). Asi, se sabe que el control dietético puede ser un
factor importante sobre la calidad de vida y en algunos casos la longevidad, demostrandose que la
RC es la manipulacion fisioldgica més eficaz para extender la expectativa media y méxima de vida
(Weindruch & Walford, 1988; Sinclair, 2005; Colman et al., 2009; Xiang & He, 2011; Speakman &
Mitchell, 2011).

Senescencia celular

La senescencia es un estado permanente de detencidon del ciclo celular que promueve la remodelacion
tisular durante el desarrollo y después de una lesion, asi mismo, interfiere en el potencial regenerativo
y la funcidn de los tejidos, la inflamacion y la tumorogénesis en organismos envejecidos (Hernandez-
Segura et al., 2018). La senescencia celular es inducida, durante el envejecimiento, a través del dafio
al ADN, el estrés oncogeénico, el acortamiento de los telémeros y la funcién mitocondrial alterada
(Van Deursen, 2014; Ziegler et al., 2015). Por tanto, la senescencia es un mecanismo de defensa
celular que evita que las células adquieran dafio innecesario. El estado de senescencia se acompafia
de una incapacidad para volver a entrar a el ciclo celular en respuesta a estimulos mitogénicos
(Calcinotto et al., 2019). Aunque la senescencia es uno de los procesos causantes del envejecimiento
y es responsable de los trastornos relacionados con el mismo, las células senescentes también pueden
desempefiar un papel positivo; en otros procesos como la embriogénesis y remodelacién tisular, las
células senescentes son necesarias para el correcto desarrollo del embridn y la reparacion de los
tejidos, en el cancer la senescencia actlla como una potente barrera para prevenir la tumorogénesis
(Hernandez-Segura et al., 2018; Calcinotto et al., 2019). Las células senescentes se acumulan con la
edad en diferentes especies como los ratones, primates y humanos (Krishnamurty et al., 2004;
Jeyepalan et al., 2007). Por lo que el aumento en el nimero de células senescentes se correlaciona
con la esperanza de vida, mientras que la eliminacion selectiva de estas aumenta la salud y
probablemente la vida media, implicando, asi a las células senescentes como impulsoras del
envejecimiento; lo que significa medir la carga de células senescentes para cuantificar la edad
bioldgica y medir el impacto de las terapias antienvejecimiento (Stout et al., 2016; Baker et al., 2016;
Niedernhofer et al., 2017).
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Acortamiento de telomeros

Una de las funciones importantes de los telémeros, en relacidn con el envejecimiento, es la regulacion
de la produccion de Progerina (Cao et al., 2011). La cual es una proteina resultante de una mutacién
del gen de Laminina A, esta proteina se asocia con cambios propios del envejecimiento, asi como
alteraciones celulares como fallos durante la mitosis, segregacion anormal de cromosomas, también
se ha reportado que esta proteina se acumula en multiples tejidos de pacientes con Sindrome de
Progeria de Hutchinson-Gilford (Olive et al., 2010; Cao et al., 2011).

En los afios sesenta Hayflick observd que, las células de los mamiferos tenian una longevidad
limitada, lo que los llevé a proponer que, éste fendmeno representaba el envejecimiento a nivel celular
(Aulinas et al., 2013). Lo que reporté Hayflick es que las células en cultivo se pueden multiplicar un
numero determinado de veces (60-70 en humanos, 8-10 en ratones) y posteriormente se mantienen
vivas, pero son incapaces de proliferar. Ahora se sabe que el “fendomeno de Hayflick” o “senescencia
celular” ocurre como resultado del acortamiento gradual de los telomeros, que ocurre cada vez que
una célula se divide. Por mucho tiempo se debatid si este fendmeno ocurre in vivo. Ademas, se ha
demostrado que, el acortamiento de telomeros no es el tnico mecanismo por el cual una célula puede
adquirir el fenotipo senescente, de hecho, muchos estimulos tales como: los radicales libres, la
activacion inoportuna de oncogenes, o el tratamiento con quimioterapia llevan a un fenotipo

indistinguible del descrito por Hayflick (Aulinas et al., 2013).
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2.1 Teorias del envejecimiento

A través de los afios se han propuesto diversas teorias que han sustentado que el envejecimiento no
es una enfermedad, sino un proceso fisiologico que afecta a todos los seres vivos, clasicamente, el
proceso de envejecimiento se ha caracterizado por varias caracteristicas distintivas que comprenden
dafio gendmico, reduccion de telémeros, alteraciones epigenéticas, desregulacion de la proteostasis,
deteccion de nutrientes, disfuncion mitocondrial, colapso de la reserva de células madre, deterioro de
la comunicacion entre células, estrés oxidante y senescencia celular (Lopez-Otin et al., 2013; Park &
Yeo, 2013).

En la actualidad se ha intentado explicar el envejecimiento con un enfoque especial en los humanos,
se han propuesto varias teorias que no deben considerarse como excluyentes entre si, sino como
complementarias. Hace poco méas de una década Goldstein & Cassidy (2010) las dividieron en dos
categorias: las teorias estocasticas, estas sefialan que los cambios durante el envejecimiento ocurren
de manera aleatoria y se acumulan a lo largo del tiempo. Entre estas se incluyen: a) la teoria del error
catastréfico, en la que se propone que la acumulacion de errores en la sintesis de proteinas, ocasiona
dafo en la funcién celular; b) la teoria del entrecruzamiento, que propone un entrecruzamiento entre
las proteinas y otras macromoléculas celulares, como responsables del envejecimiento; c) la teoria
del desgaste, la cual plantea que la acumulacion de dafio en las partes vitales lleva a la muerte de
células, tejidos, 6rganos y finalmente del organismo; d) la teoria de los radicales libres, que es
probablemente la méas estudiada y la de mayor importancia, la cual tocaremos mas adelante (Campos
& Barzuna, 2004; Alves et al., 2013).

La segunda categoria representa las teorias no estocasticas (aquellas que suponen que el
envejecimiento esta predeterminado), e incluye la genética, segin la cual se considera que la edad
estd genéticamente determinada y que los individuos tienen un reloj interno que programa su
longevidad. Otra teoria estocastica es la del marcapaso, que propone a los sistemas inmunoldgico y
neuroendocrino como “marcadores” intrinsecos del inicio del envejecimiento. Segln esta teoria la
involucion de ambos sistemas esta genéticamente programada para ocurrir en momentos especificos
de la vida (Rico-Rosillo et al., 2018) Sin embargo, abordaremos con mas detalle aquellas que mayor

sustento presentan.
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Teoria enddcrina

A lo largo de la vida adulta, todas las funciones fisiologicas declinan gradualmente y se caracteriza
por cambios en practicamente todos los sistemas bioldgicos, dentro de ellos: el sistema endocrino
(van et al., 2018). Es bien sabido que las glandulas endocrinas producen y envian a la sangre
mensajeros quimicos (hormonas) que ejercen en el cuerpo multiples funciones, a través de 6rganos
blanco, estas hormonas regulan una gran cantidad de actividades necesarias para las funciones
fisiologicas como el crecimiento e incluso la reproduccion de los organismos, actividades
metabdlicas, sintesis de proteinas, funcion inmunitaria, desarrollo y conducta, de tal modo que son
muy importantes, pues es sabido que en grandes cantidades son capaces de acelerar procesos como
el envejecimiento (Alonso-Fernandez & Brown-Bog, 2005; Jones & Boelaert 2015). Asi, se sugiere
una gran variedad de alteraciones relacionadas a la homeostasis hormonal, modificada por la edad de
los individuos (Sunzana, 2009; Jones & Boelaert 2015).

Se ha considerado que el sistema endocrino esté involucrado en el envejecimiento debido a que las
concentraciones de hormonas como la del crecimiento (GH) y su correspondiente factor de
crecimiento similar a la insulina | (IGF-1) que disminuyen con la edad, hace décadas se sugirid la
idea de que tales cambios causan el envejecimiento ( Hammerman, 1987; Ho et al., 1987 ), por otro
lado, se ha demostrado que en ratas la deficiencia en la produccién de la hormona del crecimiento se
ha relacionado con la prolongacién de la vida y el envejecimiento inmunitario retardado ( Flurkey et
al., 2001 ). Debido al hecho de que el cerebro regula el sistema endocrino, la teoria neuroendocrina
del envejecimiento se ha convertido en la principal teoria del envejecimiento basada en hormonas
(pinzon, 2014; Meites, 2012). Asi, muchos productos antienvejecimiento apuntan a restaurar los
niveles de hormonas especificas en individuos mayores (Elewa y Zouboulis, 2014; Sah et al., 2013).
Por otro lado, en el sexo masculino hay una disminucién gradual de los niveles hormonales,
reduciendo la actividad de la espermatogénesis cuando estos envejecen, aunque en el sexo masculino
aun en edades avanzadas contindan siendo fértiles, esta se ve disminuida con el envejecimiento
progresivo (Sunzana, 2009; Mariotti et al., 2009). Asi esta teoria sustenta que el envejecimiento se
produce a través del dafio progresivo del tiempo a las células y tejidos que conforman el sistema
endocrino, se produce una pérdida de las secreciones hormonales, que en general dan un equilibrio
homeostatico a la fisiologia del organismo y que ademas tiene efecto especial sobre las glandulas
sexuales, que produciria el decaimiento fisiol6gico que acarrea el envejecimiento (Sunzana, 2009;
Mariotti et al., 2009; Gunes et al., 2016), Figura 1.

Por otro lado, se ha demostrado que en roedores topo del género Fukomys, que la actividad sexual

y/o la reproduccion estan asociadas con una duplicacion de la esperanza de vida relacionadas con la

Pagina 7



actividad de las suprarrenales. Los datos sugieren que los cambios en la regulacién del eje hipotalamo-

hipéfisis-suprarrenal desempefian un papel clave con respecto a la esperanza de vida prolongada de

las ratas topo reproductivas frente a las no reproductivas (Sahm et al., (2021).
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Figura 1. Representacién de las alteraciones endocrinas en el organismo envejecido. Modificado de Wade &

Jones., 2004.
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Estrés oxidante y disfuncién mitocondrial

Definitivamente, una de las teorias de mayor sustento es la propuesta por Harman en 1956 (Wood,
1998; Liochev, 2013). Esta teoria propone que el envejecimiento ocurre a través del dafio acumulativo
producido por los radicales, que se liberan como resultado de la respiracién celular (Saez-Freire et
al., 2018). Es decir, a las reacciones quimicas que se produce en las células cuando ciertas moléculas
se oxidan para formar elementos reactivos, estos fragmentos moleculares se Ilaman radicales libres
(RL), los cuales son inestables y pueden unirse o reaccionar al contacto con cualquier molécula
reactiva que se encuentre cercana (Page et al., 2010; Liochev, 2013; Hohn et al., 2017; Sies et al.,
2017). La teoria argumenta que los RL estan involucrados tanto en la formacion de los pigmentos de
la edad, como alteracion en ciertas moléculas que dafian el ADN. Se ha reportado su actividad en la
formacion de las placas neuriticas caracteristicas de la demencia y del Alzheimer (Jang & Remmen,
2009; Dorszewska et al., 2021). La teoria de los RL puede vincularse con muchas otras teorias como:
la teoria del ritmo de vida, la teoria de la mutacion, la del desgaste natural, asi como el de muerte
celular o apoptosis. Sobre esta teoria, hay evidencias experimentales que confirman que los RL dafian
la funcién celular y que estan relacionados con las enfermedades asociadas con la edad como la
aterosclerosis, artritis, distrofia muscular, cataratas, disfuncion pulmonar, desérdenes neurol6gicos,
declinacion del sistema inmune e incluso el cancer y neurodegeneracién (Page et al., 2010; Jang &
Remmen, 2009; Dorszewska et al., 2021).

Para detectar el estrés oxidante existen biomarcadores: como la cuantificacion de la carbonilacion de
proteinas, los hidroperéxidos de lipidos, la lipofuscina y las lesiones oxidativas del ADN. Otras
medidas indirectas del estrés oxidativo incluyen senescencia celular, apoptosis, niveles de
antioxidantes o expresion de genes con respuesta al estrés (HIF 1a, NRF2, p53, NF-kB) (Niedernhofer
etal., 2017).

Se ha observado en una gran variedad de modelos animales, que el tratamiento con antioxidantes es
benéfico para la salud, o el desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento (Corton &
Brown-Bog, 2005; Saez-Freire et al., 2018; Dorszewska et al., 2021). En Drosophila, la
sobreexpresion de las enzimas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) lleva a un aumento en
la longevidad. Ademas, la administracion de catalasa a la mitocondria también tiene efectos similares
(Corton & Brown-Bog, 2005; Hernandez-Mateos, 2010). De tal forma, que los RL parecen jugar un
papel importante en la patologia y fisiologia del individuo envejecido. En la actualidad la teoria de
los RL ha sido ampliamente aceptada por su evidencia ante el deterioro continuo y progresivo que
conlleva el envejecimiento y sirve como fundamento de numerosas hipdtesis para explicar la

participacion de ciertas substancias en la mutagénesis, cancerogénesis y propiamente el
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envejecimiento (Corton & Brown-Bog, 2005; Wood, 1998; Saez-Freire et al., 2018; Dorszewska et
al., 2021). Asi, la administracion de antioxidantes en animales parece tener un efecto de retraso a
enfermedades cronicas como la aparicion del céancer, las enfermedades cardiovasculares o
enfermedades degenerativas del sistema nervioso central y la depresion del sistema inmunitario. Es
por lo que, uno de los aspectos mas interesantes del estudio de los RL es que son biomarcadores del
el envejecimiento y su medicion puede prevenir las enfermedades asociadas a este (Jang & Remmen,
2009; Hernandez-Mateos, 2010: Dorszewska et al., 2021).

Adicionalmente, se ha propuesto que en conjunto con la actividad de los RL, se produce dafio
acumulativo en las mitocondrias, lo cual produce dafio a nivel de las membranas celulares, a nivel de
las proteinas, asi como en el ADN, provocando fragmentacion no sélo celular sino al ADN; asi como
un déficit bioenergético que promueve la activacion de vias extrinsecas o intrinsecas que llevan a la
apoptosis 0 muerte celular como producto final del envejecimiento (Corton & Brown-Bog, 2005;
Jang & Remmen, 2009; Hernandez-Mateos, 2010), Figura 2.

El ADN mitocondrial (ADNm) también llega a producir mutaciones y deleciones que contribuyen de
manera significativa en los procesos del envejecimiento (Park & Larsson, 2011). Estas alteraciones
del ADNm se pueden expandir de manera policlonal y generar alteraciones en diferentes procesos
metabolicos como en la cadena respiratoria, ocasionando fuga de electrones y disminucion de la
produccién de Adenosin Trifosfato (ATP); en la sefializacion de apoptosis en respuesta al estrés; asi
como la respuesta inflamatoria mediada por Especies Reactivas de Oxigeno (ERO); permeabilidad
ante inflamosomas y alteracidon de la comunicacidn intracelular mitocondria-reticulo endoplasmatico
(Kroemer et al., 2007; Ameur et al., 2011; Lopez-Otin et al., 2013).

Asi mismo, la biogénesis mitocondrial disminuye durante el envejecimiento o con el deterioro celular,
lo que ocasiona una disminucion de la eficiencia bioenergética alterando asi el metabolismo celular
por distintas vias como la cadena respiratoria, ciclo del acido tricarboxilico, cetogénesis y p-oxidacion

lipidica (Ameur et al., 2011; Lopez-Otin et al., 2013; Popov, 2020).
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Figura 2. Representacion de la produccion del estrés oxidante y dafios a nivel celular. RL= radicales libres;

ERO= especies reactivas de oxigeno; ERN= especies reactivas de nitrégeno.
2.2 Vias de sefializacién involucradas en el envejecimiento

El envejecimiento esta asociado con la funcién alterada de maltiples vias de sefializacion y una serie
de factores que mantienen la salud celular (Tabibzadeh, 2021). Se han descrito varios mecanismos
que modulan el proceso del envejecimiento, entre ellos: el efecto del estrés oxidativo, la restriccion
caldrica, la capacidad de reparacion y mantenimiento del material genético y la relacién de los
factores de crecimiento con la progresion hacia la vejez. Sin embargo, en condiciones normales, la
proteina quinasa activada por AMP de 5° (AMPK) de prolongevidad se dedica a la homeostasis del
metabolismo y la autofagia para eliminar las moléculas y las respuestas celulares dafiadas (Lopez-
Otin et al., 2013; Tabibzadeh, 2021). Una gran cantidad de moléculas de la familia de las sirtuinas,
que prolongan la vida Gtil, regulan el metabolismo y reparan el dafio del ADN. Otro grupo de factores
pro-longevidad incluye proteinas FOXO (forkhead box), blanco o diana de la rapamicina en células
de mamiferos o Target of rapamycin (mTOR) una familia de factores de transcripcion que regulan la
expresion de genes involucrados en el crecimiento, proliferacion, diferenciacion y longevidad celular

como el IGF.
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Blanco o diana de la rapamicina en células de mamiferos (nTOR)

El papel de la mTOR como regulador central de la esperanza de vida y el envejecimiento se ha
estudiado ampliamente, se ha relacionado con muchos procesos asociados con el envejecimiento y la
esperanza de vida (Peterson et al., 2009; Saxon & Sabatini., 2017; Yu et al., 2021). A pesar de que
los mecanismos subyacentes aln no se han aclarado por completo, se ha demostrado que la relacion
entre la sefializacién de mTOR y el envejecimiento se conserva desde gusanos a mamiferos (Kapahi
et al., 2004; Kaeberlein et al., 2005; Guertin et al., 2006; Tabibzadeh, 2021). Sin embargo, diana de
rapamicina complejo 1 (mMTORC1) puede regularse a través de la via del complejo de esclerosis
tuberosa (TSC)-Rheb y la proteina de union guanosin trifosfato (GTP) relacionada con Ras (Rag) que
median la sefializacion de aminoacidos (Hardie, 2014; Yu et al., 2021). Se ha demostrado que
mTORCL1 es sensible a factores ambientales como el oxigeno, los aminoécidos, los factores de
crecimiento y la glucosa. Regula procesos celulares como la traduccion de proteinas, la autofagia y
el crecimiento celular (Peterson et al., 2009; Arriola & Lamming, 2016; Saxon & Sabatini., 2017; Yu
et al., 2021). Mientras que la diana de rapamicina en células de mamiferos complejo 2 (MTORC2) es
un efector de la sefializacion de insulina / factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) con
sefializacién a fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), esencial para la activacion de muchas quinasas. Por
ejemplo, mTORC?2 fosforila y activa proteina kinasa T y proteina kinasa B (Akt / PKB) y es un
regulador clave de la supervivencia celular (Arriola & Lamming, 2016; Yu et al., 2021). La
interrupciébn de mTORC2 conduce a intolerancia a la glucosa, diabetes y disminuye la
inmunosupresion (Chellappa et al., 2019; Yu et al., 2021). Asi, la inhibiciébn de mTORC2 tiene
efectos negativos sobre la salud y la longevidad, mientras que la inhibicién de mTORCL1 prolonga la
vida dtil y retrasa el envejecimiento, pues la inhibicion cronica de mTOR reduce las deficiencias
relacionadas con la edad en el aprendizaje espacial y la memoria (Chellappa et al., 2019).

Debido a que mTORCIL tiene un papel importante en la deteccion de energia, nutrientes e insulina
intracelular y a nivel del organismo (Um et al., 2004; Saxton & Sabatini., 2017), se ha sugerido que
los efectos de la RC que mejoran la esperanza de vida en los organismos estan mediados, al menos
en parte, por la disminucion de la sefializacién de mTORCL. Los regimenes similares a la RC no
alargan adicionalmente la esperanza de vida en la levadura o los nematodos cuando se inhibe mTOR,
lo que indica mecanismos superpuestos (Kapahi et al., 2004; Kaeberlein et al., 2005; Hansen et al.,
2007; Weichhart, 2017). Por el contrario, la inhibicion de mTORC1 y la RC muestran efectos
benéficos en la esperanza de vida de las moscas (Bjedov et al., 2010). En los monos rhesus, la RC
tiene beneficios para la salud en general y la supervivencia (Mattison et al., 2017). Actualmente se

desconoce si la RC prolonga la esperanza de vida en humanos. Sin embargo, en algunos animales,
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incluidas distintas cepas de ratones, la RC no siempre se correlaciona con la extension de la esperanza
de vida, aunque mejora constantemente la salud (Mitchell et al., 2016).

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)

La insulina y el IGF-1 tienen similitud en la estructura, desempefian un papel fundamental en la
regulacién del envejecimiento y la longevidad (Sasako & Ueki, 2016; Gubbi et al., 2018). La insulina
se une a su receptor en la superficie celular, mientras que el IGF-1 se une al receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1R) sin embargo, para la sefializacion intracelular las
moléculas son casi idénticas, incluyendo la Akt y factores de transcripcion forkhead box O (FOXO).
Akt es una quinasa para regular el crecimiento y el metabolismo en tejidos, mientras que FOXO es
uno de los factores de transcripcion clave para regular la expresion de genes, incluyendo enzimas
antioxidativas. Akt fosforila a FOXO y suprime su actividad mediante la promocion de la
translocacion al citoplasma (Sasako & Ueki, 2016; Niedernhofer et al., 2017). La supresion de la
insulina/IGF1 prolonga la longevidad en levaduras, gusanos y moscas a través de la activacion de
FOXO (Sasako & Ueki, 2016). Sin embargo, en ratones se observé un aumento en la longevidad con
la disrupcion de los genes relacionados a la sefializacién de la insulina/IGF-1 (Pardo et al., 2016;
Pardo et al., 2018). Por otro lado, el aumento de la longevidad se acompafiada con el de retraso del
crecimiento o trastornos metabolicos, lo que significa que no tienen una vida “larga y saludable”. De
tal forma que hacen falta estudios para dilucidar si la supresion de la sefializacion de la insulina/IGF-
1 es beneficiosa para el envejecimiento (Sasako & Ueki, 2016).

Se sabe, gue las concentraciones circulantes de IGF-1 y hormona de crecimiento (HG) disminuyen
con la edad tanto en humanos como en roedores (Sonntag et al., 1999; Gubbi et al., 2018). Asi, se ha
demostrado que la RC es una estrategia que prolonga la esperanza de vida en numerosas especies,
aumentando la secrecién de HG, sin embargo, provoca una disminucion del IGF-1 plasmatico
(Sonntag et al., 1999). Asi mismo, se ha reportado que el agotamiento genético del receptor de la HG
0 IGF-1 favorece la esperanza de vida (Laron, 2008; Guevara-Aguirre et al., 2011), disminuye la
carga de células senescentes (Stout et al., 2016), a pesar de que el IGF-1 podria inducir la senescencia
celular (Tran et al., 2014). Por lo tanto, podria ser que la supresién de la activacion HG-IGF-1 sea
quien proteja de patologias relacionadas con la edad, como el cancer, pero a su vez contribuye a la
pérdida de masa muscular relacionada con la edad y memoria, asi como un mayor riesgo de

enfermedad cardiovascular (Carlzon et al., 2014; Niedernhofer et al., 2017).
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Autofagia

La autofagia es un proceso intracelular conservado que encapsula y entrega cargas de macromoléculas
como proteinas y organulos a los lisosomas para su posterior degradacion (Galluzi et al., 2017).
Existen tres formas de autofagia basadas en distintos mecanismos de entrega de carga a los lisosomas:
1) Macro autofagia, mediante el cual las vesiculas de doble membrana Ilamadas autofagosomas
engullen la carga autofagica y las dirigen a los lisosomas. 2) Autofagia mediada por chaperona
(CMA), en donde la carga se transloca al lumen lisosémico mediante el reconocimiento de su dominio
similar a KFERG por las chaperonas citosélicas. 3) La micro autofagia, en donde la carga ingresa a
los lisosomas a través de invaginaciones de membrana (Wong et al., 2020).

La autofagia desempefia un papel fundamental en la resistencia a la senescencia al eliminar los
productos metabdlicos, asi como las células u organulos lesionados (Zhang et al., 2019; Wong et al.,
2020). La AMPK protege a las células de la senescencia inducida por el estrés oxidativo al restaurar
el flujo autofagico y el nivel de nicotamina adenina dinucleétido (NAD+) en células envejecidas
mediante el método de rescate sintético NAD+ (Han et al., 2016). La activacion de la sefializacion
AMPK mejor6 la autofagia y el nivel de arginina metiltransferasa 1 asociada al coactivador asociado
a arginina metiltransferasa (CARM1), que implica varios procesos celulares, incluida la autofagia en
el corazon envejecido (Li et al., 2017). La senescencia inducida por estrés oxidativo podria resultar
en el envejecimiento anormal de las células de la piel, la cafeina protege contra la senescencia
inducida por la radiacién ultravioleta en los tejidos de la piel de ratén, activando la autofagia, que
acelera la eliminacion de EROS a través del receptor de adenosina A2a (A2AR) / sirtuina 3 (SIRT3)
/ AMPK (Li et al., 2018). La autofagia regula el metabolismo de lipidos e inhibe el estrés del reticulo
endoplasmico (RE) (Kim et al., 2019). Un estudio con enzima del complejo de saponinas
triterpénicas, aumentd los niveles de EROS intracelulares y activo la via ataxia-telangiectasia-quinasa
mutada (ATM) / AMPK / ULK1 para regular la autofagia (Li et al., 2018).

Se ha demostrado que la RC es un método fiable de prolongacién de la vida y/o moderador de
enfermedades relacionadas con la edad a través de la modulacién de la actividad autofagica en
numerosas especies que van desde la levadura hasta los humanos (Bitto et al., 2016; Morselli et al.,
2010). Por otro lado, la RC y el ejercicio ejercen efectos sobre la autofagia y la actividad de mTORC1
a través de vias comunes en modelos de roedores y humanos (Egan et al., 2011; Medina et al., 2015;
Ng & Tang, 2013; Tam & Siu, 2014; Watson & Bar, 2014). Se ha observado que la RC a largo plazo
es un fuerte promotor fisioldgico de la autofagia, lo que resulta en una regulacion positiva de varios

moduladores y transcritos relacionados con la autofagia (Mercken et al., 2013; Yang et al., 2016). La
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actividad de autofagia mediada por la RC se logra en gran medida a través de la activacion de los
sensores de nutrientes 5’ proteina quinasa activada (AMPK) y SIRT1 (Egan et al., 2011; Meijer et
al., 2015; Ng & Tang, 2013).

Proteostasis

La proteostasis es la regulacion de un proteoma, el término proteoma se refiere a la totalidad de
proteinas expresadas en una célula. Su regulacion funcional y equilibrada (Homeostasis), incluye vias
biolégicas competitivas e integradas que controlan la biogénesis, el plegamiento, el trafico y la
degradacion de proteinas presentes dentro y fuera de la célula (Balch et al., 2008; Martinez et al.,
2017). La proteostasis celular es clave para asegurar un desarrollo exitoso, un envejecimiento
saludable, resistencia al estrés ambiental y minimizar las perturbaciones homeostaticas de patdégenos
como los virus. Una reduccion en la capacidad amortiguadora de la red de proteostasis durante el
envejecimiento puede aumentar el riesgo de sufrir acumulacién de proteinas mal plegadas (Martinez
etal., 2017; Komljenovic et al., 2019; Ruan et al., 2020).

La proteostasis incluyen acompafiantes como foldasas que son un tipo de chaperonas que ayudan al
plegamiento de proteinas, el sistema de ubiquitina-proteasoma, asi como la via de autofagia y
respuesta al choque térmico, la maquinaria de degradacién asociada al RE y los mecanismos que
controlan el equilibrio redox (Balch et al., 2008). Estos procesos estan estrechamente coordinados
para evitar la proteotoxicidad y garantizar que las proteinas desplegadas o mal plegadas no se
acumulen en agregados citotoxicos (Labbadia & Morimoto, 2014). Sin embargo, en varias
condiciones patoldgicas que afectan al sistema nervioso, se comparten caracteristicas moleculares a
pesar de presentar diferentes manifestaciones clinicas, destacando la presencia de agregados de
proteinas anormales en el cerebro (Walker et al., 2015). Todas estas patologias reunidas se clasifican
como ‘“trastornos de proteinas mal plegadas” que incluyen la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Huntington, los
trastornos relacionados con priones, entre otros (Soto, 2003). Actualmente, los avances en diferentes
modelos de organismos han descubierto la importancia de la respuesta de la proteina desplegada
(UPR) para el control de la proteostasis durante el envejecimiento, en donde el sistema nervioso tiene
un papel central en el seguimiento de las alteraciones en la salud del proteoma (Martinez et al., 2017;
Komljenovic et al., 2019; Ruan et al., 2020).

Por otro lado, se sabe que la actividad catalitica del proteosoma es 50% menor en el masculo
esquelético de las ratas envejecidas en comparacion con las ratas jovenes (Ferrington et al., 2005).
Mientras que, en primates, la expresion de componentes de inmunoproteosomas en fibroblastos

dérmicos se correlaciona con la esperanza de vida (Klaips et al., 2018). La regulacion al alza de los
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componentes del inmunoproteosoma también ocurre en el higado de ratones enanos de vida larga y
ratones normales en los que la prolongacion de la vida es inducida por el tratamiento crénico con 17-
a-estradiol, &cido nordihidroguaiarético y rapamicina (Klaips et al., 2018). Asi, la expresion de los
componentes del inmunoproteosoma se correlaciona con la extension de la esperanza de vida, incluida
la intervencion farmacol6gica (Niedernhofer et al., 2017).

La RC juega un papel importante en la regulacién a la baja de las vias de insulina/IGF1 y la
sefializacién de mTOR a partir de una reduccion de la glucosa y los aminoacidos circulantes que
promueven los mecanismos de reparacion celular, incluidas la autofagia y la proteostasis, que
confieren resistencia al estrés celular y atendan la senescencia celular (Hoong & Chua, 2021).

Sirtuinas (SIRT)

Recientemente se han revelado varios genes que pueden extender la vida Gtil de los organismos sin
afectar la vida media o maxima. Un ejemplo es la sobreexpresion de SIRT1 que mejora la tolerancia
a la glucosa, la cicatrizacién de heridas y presenta un efecto positivo ante el cancer (Herranz et al.,
2010; Xu et al., 2013; Wang et al., 2019). En ratones transgénicos con sobreexpresion de SIRT1
especificos del cerebro aumentaron la esperanza de vida en hasta un 16 % en las hembras y en un 9
% para machos (Satoh et al., 2013). De igual forma, la sobreexpresion de SIRT2 y SIRT6 en
saccharomyces cerevisiae, caenorhabditis elegans, hesus nél melanogaster e incluso en roedores,
aumenta la esperanza de vida (Kaeberlein et al., 1999; Tissenbaum, 2001; Rogina, 2004; Kanfi et al.,
2012).

La SIRT1 aumenta la sensibilidad de la insulina y reduce la resistencia a la insulina (Wang et al.,
2019). El resveratrol, SRT1720 y MHY2233, pueden mejorar la resistencia a la insulina, asi como
tener efectos benéficos sobre el higado graso, por obesidad o diabetes, ya que son activadores de la
SIRT1 (Kim et al., 2018). Por otro lado, los alquilresorcinoles, miembros de la familia de los lipidos
fendlicos, activaron la desacetilacion dependiente de SIRT1 para reducir la histona acetilada en
celulas monociticas de humanos y prolongaron la esperanza de vida de Drosophila melanogaster
(Kayashima et al., 2017). El &cido ursolico puede estimular directamente a SIRT1 al unirse a su
superficie exterior, cambiando su estructura de la forma inactiva a su forma activa, in silico, in vitro
0 in vivo (Bakhtiari et al., 2018). El &cido deshidroabiético, un acido de resina diterpénica natural,
activa a SIRT1 para prevenir la acumulacion de lipofuscina y secrecion de colageno en humano,
ademas de extender la vida atil en Caenorhabditis elegans (Kim et al., 2015). Ademas, el 17p-
estradiol activo REa / SIRT1 para reducir el estrés oxidativo, la neuroinflamacion y la apoptosis
neuronal en ratones macho inducidos por D-galactosa y aumentd el nivel de SIRT1 al mejorar la

degradacion de PPARYy a través de la ubiquitina ligasa E3 NEDDA4-1 para retrasar el envejecimiento
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celular (Han et al., 2013; Khan et al., 2019). Aunque SIRTL1 tiene efectos benéficos ante el
envejecimiento, sus mecanismos subyacentes siguen sin estar claros, por lo que la expresion de estos
u otras moléculas conocidas en los procesos de envejecimiento se puede utilizar para identificar las
vias del envejecimiento.

Todas estas vias convergen para desencadenar un metabolismo en armonia que pueden engranarse y
desencadenar sefializaciones que llevan al correcto funcionamiento celular; sin embargo, para tener
esta homeostasis fisiol6gica debe haber energia disponible que provee moléculas suficientes para las
respuestas celulares.

Metabolismo energético

Durante la reproduccién hay un alto costo energético, asi que la capacidad reproductiva de un
individuo depende de su estado energético y nutricional, que refleja el equilibrio de la homeostasis
entre la ingesta de energia y el gasto caldrico que realiza para todos los procesos reproductivos.
Considerando que es esencial mantener una cantidad suficiente de energia para la supervivencia del
individuo y de poder preservar la funcion reproductiva, podemos inferir, que la energia y la
reproduccion estan intimamente relacionadas. Por otro lado, el organismo ha desarrollado complejos
mecanismos fisioldgicos que limitan la reproduccion en funcion del estado metabdlico en que se
encuentren. Actualmente, se sabe que estos mecanismos estan ampliamente integrados, actuando de
manera sinérgica con el metabolismo energético, el sistema enddcrino y el sistema nervioso central
(Krasnow & Steiner, 2006; Sun et al., 2021).

En tanto, el metabolismo energético se traduce como la serie de reacciones que almacenan y
consumen combustible para cubrir las necesidades energéticas y fisioldgicas del organismo. Tanto
los lipidos como los carbohidratos estan considerados dentro de los cuatro mayores grupos de
biomoléculas activas, los cuales sirven como biocombustible y reservas de energia, principalmente la
glucosa es uno de los carbohidratos esenciales para la vida celular, asi los niveles de glucosa
sanguineos se deben encontrar altamente regulados por diferentes mecanismos para mantener la
homeostasis energética (Van Cauter et al., 1997; Krasnow & Steiner, 2006; Pak et al., 2021).

La reproduccion es un proceso metabolicamente alto, que necesita de una cantidad considerable de
energia, para que un individuo tenga la capacidad reproductiva debe tener un balance homeostatico
entre la energia que gasta y la que consume (Krasnow & Steiner, 2006). Asi, la funcion reproductiva
se somete a mecanismos reguladores, que afectan a diferentes niveles del eje HPG (Tena-Sempere,
2015). Sin embargo, existen diversos factores que afectan de manera directa los procesos
reproductivos, la alimentacion es la mas importante ya que de ella dependen los procesos primarios

de los individuos, que seran requeridas en primera instancia para la supervivencia del organismo que
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involucra los procesos de termorregulacion, funcion celular, funcion sensorial, locomocion, entre
otras y posteriormente la reproduccién (Krasnow & Steiner, 2006; Moatt et al., 2016).

De tal modo que, todas las funciones del individuo pueden continuar siempre y cuando la ingesta de
energia sea suficiente para satisfacer todas las demandas. Sin embargo, si los alimentos se vuelven
escasos 0 si se produce un gasto desregulado en el organismo, el individuo redistribuye la energia en
los procesos basicos dejando al crecimiento y la reproduccion como punto final (Krasnow & Steiner,
2006; Tena-Sempere, 2015).

2.3 Regulacién del metabolismo

El metabolismo celular estd conformado por varios procesos entrelazados impulsado por productos
enzimaticos especificos de la expresion génica. A su vez, la expresidn génica requiere la sintesis
continua de ciertos metabolitos y ATP. Por lo tanto, los dos procesos estan acoplados y deben
coordinarse entre si a medida que las células navegan por condiciones cambiantes de existencia.
Ademas, esta coordinacion debe estar dirigida a estrategias celulares particulares como el
crecimiento, la division o la diferenciacion segun las condiciones (Carthew, 2021).

La ingesta de alimento (apetito) como el metabolismo energético estan altamente regulados por una
amplia red neural que interaccionan con sefiales que pueden ser de tipo hormonales dentro de ellas la
leptina, adiponectina y glucagén, entre otras y neurales a nivel hipotalamico que controlan el
metabolismo. Dentro de los parametros mas importantes para la regulaciéon energética como los
carbohidratos y los acidos grasos son: la glucosa e insulina (Graaf, 2004; Gromada et al., 2007).

Por otro lado, sin restar importancia, el tejido adiposo juega un papel importante en la regulacion
energética, ya que ademas del resguardo energético, se sabe que es el encargado de la secrecién de
las adipocinas; dentro de estas se encuentran la leptina, adiponectina, el factor de necrosis tumoral
(TNFa), interleucina 6 (IL-6) y la resistina (Matsuzawa, 2006; Tang & Lane, 2012). Estas estimulan
la secrecion de factores que tienen un papel importante a niveles local, periférico y central en una
variedad de procesos fisiologicos incluyendo la asimilacion de alimento, balance energético, accion
de insulina, metabolismo de lipidos y procesos homeostaticos. (Matsuzawa, 2006; Tang & Lane,
2012).
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Figura 3. Representacion del metabolismo energético. Tomado de (Hopp et al., 2019).

Glucosa

Los carbohidratos son la principal fuente de energia para nuestro cuerpo, incluyen monosacaridos
(glucosa) y disacéridos (sacarosa), denominados azlcares, sin embargo, es la glucosa la principal
fuente de energia para el cuerpo (Sun & james, 2014). La regulacion de la glucosa en sangre no es
solo un fenémeno complejo, sino que los niveles reguladores de la glucosa también varian
significativamente entre individuos. Por tanto, a los individuos comprometidos con concentraciones
de glucosa en sangre moderadamente elevados se le diagnostica una tolerancia a la glucosa alterada,
la concentracion de glucosa en sangre excesivos da lugar a un diagndstico de diabetes tipo 11 (Messier
& Gagnon, 2000; Hopp & Hottiger, 2019). Se estima que para el 2040, 642 millones de personas
presenten algin padecimiento relacionado con el metabolismo de la glucosa (Pasculetti et al., 2017).
Sin embargo, se ha observado que durante el envejecimiento el metabolismo de la glucosa se ve

alterado negativamente, correlacionado con patologias como la obesidad, diabetes tipo 11 y glicacion

(Suji & Sivakami, 2004; Kim et al., 2017).
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Insulina

Esté& formada por dos cadenas polipeptidicas de 30 y 21 aminoacidos, unidas por puentes disulfuro,
se sintetiza en los islotes de Langerhans, en las células B pancreaticas. La insulina tiene diversas
funciones, dentro de las mas conocidas se encuentran las relacionadas con el metabolismo de los
carbohidratos, por otro lado, pero no de menor importancia se encuentra las que ejerce sobre el
metabolismo de los lipidos (Nofzinger, 2002; Lewis & Brubaker, 2021). La insulina estimula los
procesos anabolicos e inhibe los catabolicos, a corto plazo aumenta la oferta de sustratos en el interior
celular para el almacenamiento de energia y a mediano plazo provoca un incremento de las
actividades enzimaticas relacionadas con la formacion de reservas energéticas. Asi, en el metabolismo
de los carbohidratos, la insulina aumenta el transporte de glucosa a través de la membrana plasmatica
de las células en la mayoria de los tejidos, excepto en el cerebro (excluyendo el centro de la saciedad
hipotalamico), los tubulos renales, la mucosa intestinal, las propias células B pancreaticas y los
eritrocitos (Nedeltcheva, 2010). Los efectos de la insulina sobre el metabolismo de los lipidos se
observan en periodos mas largos que los que tienen lugar sobre los glucidos. La insulina favorece el
transporte de los acidos grasos procedentes de los quilomicrones y las lipoproteinas liberadas del
higado, asi como su captacidn por la célula adiposa para ser almacenados. Finalmente, la insulina
tiene también una importante accion inhibidora sobre la lipasa del tejido adiposo sensible a esta
hormona, impidiendo que se liberen acidos grasos a la sangre y sean transportados a otros tejidos.
Cuando la insulina disminuye su capacidad para ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana
tipicos como el musculo esquelético, el higado o el tejido adiposo se habla de una resistencia a la
insulina (RI). Actualmente se considera que la Rl de manera crénica o mantenida es la base comin
de numerosas enfermedades metabolicas como la diabetes tipo Il, obesidad, dislipidemias y
enfermedad cardiovascular, mismas que conforman el famoso sindrome metabdlico (Nofzinger,
2002; Spiegel, 2009; Nedeltcheva, 2010; Lewis & Brubaker, 2021).
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Glucagon

Es una hormona peptidica de 29 aminoacidos, cuya funcién es estimular la produccién de glucosa en
el higado, para el aumento de la glicemia, ademas de la disminucion de la fructosa 2-6 bisfosfato y
con ello el aumento de la gluconeogénesis, esta hormona tiene un peso molecular de 3.5 kDa, fue
descubierta por Murlin y cols. en 1923. Posteriormente se supo que las células alfa de los islotes de
Langerhans son las productoras de esta hormona y que su secrecion es el resultado de un estado
hipoglucémico (Gromada et al., 2007; Rodgers, 2022).

El glucagon es una hormona contrarreguladora de la insulina que desempefia funciones en diversos
6rganos Yy tejidos con el fin de contribuir al mantenimiento del metabolismo energético. Dentro de
sus funciones se encuentra el metabolismo de los carbohidratos, las vias involucradas son, la
estimulacion de la glucogenolisis y gluconeogénesis, por otro lado, también puede inhibir la glucélisis
y glucogénesis. Asi, el glucagon favorece la produccion y la movilizacion hepética de la glucosa,
también regula el metabolismo de &cidos grasos promoviendo la lipdlisis en los adipocitos en rata
(Zeigerer et al., 2021; Rodgers, 2022). Cuando hay una elevacion de glucagén/insulina aumentan las
tasas de gluconeogénesis y de B-oxidacion, asi como la formacion de cuerpos ceténicos (Asadi &
Dhanvantari, 2021). Actualmente se sabe que el glucagén juega un papel importante en el
metabolismo de lipidos en ratén en condiciones de ayuno (Longuet et al., 2008), se ha demostrado
que el glucagén inhibe la sintesis y secrecion de triglicéridos en hepatocitos, y favorece la -
oxidacion. Asi mismo el glucagon es capaz de estimular la incorporacion de aminoécidos para
gluconeogénesis en el higado (Cynober, 2002; Rodgers, 2022).
Leptina

Es una hormona de 167 aminoacidos, se conoce como la hormona de la saciedad ya que participa en
la regulacion de la ingesta de alimentos y el peso corporal, con una funcién anorexigénica (Graaf,
2004; Obradovic et al., 2021). La Leptina es sintetizada principalmente en el tejido adiposo blanco y
liberada al torrente sanguineo de manera proporcional con la cantidad de masa grasa corporal del
individuo, lo que significa que en adultos la concentracion plasmatica de la leptina tenga una relacion
directa con la masa de grasa corporal (Considine, 1996; Zhang & Chua, 2017). En condiciones
normales, el perfil de los niveles plasmaticos de leptina durante las 24 horas revela que existe una
elevacion de esta hormona en alimentacién parenteral nocturna, por otro lado, se sabe también que
un incremento de esta conlleva a problemas metabdlicos, generando lo que se conoce como
resistencia a la Leptina y que resulta ser un paso anterior a la obesidad (Graaf, 2004; Obradovic et al.,
2021).
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En condiciones normales la Leptina tiene un papel importantisimo en la reproduccion pues diversos
autores han estipulado que podria actuar como un mediador o switch de encendido y apagado del eje
HHG, activando o inhibiendo el eje reproductivo, dependiendo de las reservas energéticas de los
individuos (Graaf, 2004., Martin et al., 2006., Krashow & Steiner, 2006; Zhang & Chua, 2017).

Adiponectina

Es una hormona de tipo proteico de 30 KDa secretada por el tejido adiposo que sufre gran cantidad
de modificaciones postraduccionales, esta hormona es capaz de disminuir la produccién hepética de
glucosa, ademas su expresion se correlaciona de manera directa con una disminucién en los procesos
patoldgicos relacionados con los estados de inflamacién y a la resistencia a la insulina, como ocurre
en la obesidad, diabetes mellitus y la enfermedad coronaria (Hotta et al., 2000; Kishida et al., 2003;
Fang & Judd, 2018). Asi, la adiponectina es considerada la unica adipocina con efectos saludables
sobre diferentes células y tejidos, mismos que se asocian con la actividad de la enzima AMPK. Asi
mismo se ha demostrado que los niveles de adiponectina aumentan cuando hay una mejora en la
sensibilidad a la insulina, misma que puede deberse a los efectos de la disminucién del peso corporal
(Chandran et al., 2003; Diez e Iglesias, 2003; Engin, 2017). En estudios realizados en ratones con
deficiencias en adiponectina se reporta que desarrollan de forma prematura Intolerancia a la glucosa
y resistencia a la insulina, cuando es inducida por dieta muestran valores elevados de &cidos grasos
libres (FFA) y aumento en la proliferacion de células del masculo liso vascular en respuesta al dafio
tisular (Kubota et al., 2002). Por otro lado, la sobreexpresion de adiponectina mejora la resistencia a
lainsulina, la tolerancia a la glucosa y los niveles séricos de FFA (Wanders et al., 2010; Farup et al.,
2022).
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2.4 Restriccion caldrica (RC)

Actualmente se conocen los efectos de la RC en el incremento de la longevidad misma que ha abierto
un campo de investigacion basica-aplicada que trata de adecuar la ingesta de alimento al mejor estado
de salud. Esto ha sido el resultado de los estudios clésicos realizados por Mc Cay et al., en 1935, en
donde se observéd que, ratas con un régimen especifico de reduccion calérica del 30 al 40% de ingesta
de comida ad libitum favorecia la expectativa de vida y los animales presentaban un aspecto méas
saludable. La RC sigue siendo la intervencién promotora de la longevidad no farmacoldgica mas
solida conocida para retrasar la aparicion de enfermedades relacionadas con la edad y aumentar la
esperanza de vida en numerosos tipos de animales de experimentacion, desde levaduras hasta
mamiferos (Colman et al., 2009; Xiang & He, 2011; Speakman & Mitchell, 2011; Ferreira-Marques
et al., 2021; Rhoads & Anderson, 2022).

La RC es definida por Neel como la disminucion del 30 al 40% de la alimentacién ad libitum sin
malnutricion (Mercken et al., 2012), es la estrategia no genética que, consistentemente, ha demostrado
efectos metabdlicos benéficos y ha conseguido extender el promedio y el periodo maximo de vida en
la mayoria de los seres vivos en los que se ha realizado, desde microorganismos hasta primates no
humanos (Madeo et al., 2019). La RC ha demostrado ser una manipulacion fisioldgica efectiva para
mejorar diversos parametros metabdlicos que ayudan a mantener la homeostasis celular, tales como
la normoglucemia, mejorar la sensibilidad a la insulina en tejidos como el higado, el masculo y el
tejido graso, aumenta la secrecion de leptina y de la adiponectina; disminuyen los triglicéridos y
lipoproteinas de baja densidad (Solon-Biet et al., 2015). Ademas, mejora caracteristicas celulares y
moleculares como la autofagia, la proteostasis y también tiene efecto antidepresivo e inmunoprotector
(Manchishi et al., 2018; Ferreira-Marques et al., 2021; Rhoads & Anderson, 2022).

Ademas de aumentar la vida en los roedores, la RC también se ha demostrado que puede retrasar una
amplia gama de enfermedades como el céncer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y las
enfermedades neurodegenerativas asociadas con el envejecimiento en primates no humanos e incluso
en humanos (Roth et al., 2001; Holloszy & Fontana, 2007; Cruzen & Colman, 2009; Brandhorst &
Longo, 2016; Madeo et al., 2019). Por lo tanto, la RC puede influir en los procesos de envejecimiento
y contribuir en los aspectos generales de la salud, incluyendo los procesos reproductivos como la
conducta sexual masculina y mejoramiento en la calidad espermatica, pues al disminuir la ingesta de
alimento, se provee de energia suficiente para el funcionamiento del organismo, desde la produccién,
utilizacion de la glucosa y secrecion de insulina, hasta el funcionamiento de todos los 6rganos a través
de la movilizacién de los nutrientes en torrente sanguineo.

En S. cerevisiae, la inanicion implementada al cambiar las células de un medio que contiene
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nutrientes a agua provoca una duplicacion de la vida cronoldgica (Wei et al., 2008). Reducciones
moderadas de glucosa en el medio de crecimiento del 2% al 0,5 o0 0,05% extienden tanto la vida
replicativa como la vida Util cronolégica, aunque no esta claro si las mismas vias genéticas regulan la
duracidn de la vida del SP1 y de la vida util cronoldgica o si regulan la extension de la vida en tanto
en agua como en los medios reducidos en glucosa (Smith et al., 2007; Wei et al., 2008). Se cree que
los efectos de una RC de glucosa al 0,5 % en el SPI implican una disminucién de la sefializacion de
las vias Ras-AC-PKA y Tor-Sch9, que aumenta la actividad transcripcional de Msn2 y Msn4 y la
consiguiente expresion de Pncl, una nicotinamida desaminasa que regula la actividad de la
desacetilasa Sir2 dependiente de NAD (Medvedik et al., 2006). Se cree que la traduccion alterada y
la autofagia también contribuyen a la longevidad replicativa.

La inhibicidn de las vias Ras-AC-PKA y Tor-Sch9 también esta implicada en la extension de la vida
atil cronolégica dependiente de RC, la falta de la proteina quinasa Rim15 o la triple eliminacion de
los factores de transcripcion MSN2, MSN4 y GIS1 revierten los efectos de la inanicién o la RC sobre
la longevidad (Wei et al., 2008).

En C. elegans se han utilizado multiples métodos de RC, incluidas las mutaciones que reducen el
bombeo faringeo, la eliminacion de la fuente de alimento bacteriano, la dilucién de bacterias vivas o
muertas en cultivos sélidos o liquidos, la dilucion de peptona y cultivo axénico (Mair & Dillin, 2008).
La reduccidn de la ingesta de alimentos puede no ser la Unica via por la cual la RD prolonga la vida
atil, ya que las sustancias difusibles de las bacterias pueden reducir la vida til sin reducir la ingesta
de alimentos (Smith et al., 2008). Al igual que en los roedores, al menos un método de DR, que
requiere factor de choque térmico 1, puede proteger contra la proteotoxicidad asociada con
enfermedades relacionadas con la edad (Steinkraus et al., 2008).

Para el caso de la Drosophila se ha implementado cominmente mediante una reduccion cuantitativa
de los componentes de la dieta (levadura, azucar y, a veces, una fuente de carbohidratos complejos)
(Bass et al., 2007). Las moscas no compensan la dilucion de los alimentos aumentando la ingesta
dietética, sino que aumentan el volumen de su tracto digestivo y, en consecuencia, acumulan niveles
mas altos de nutrientes (Wong et al., 2008). Por otro lado, la reduccion de la levadura provoca una
extension mucho mayor de la vida util que la reduccién del azucar, mientras que los aminoacidos

esenciales median el aumento de la vida Gtil (Grandison et al., 2009).
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2.5 Parametros reproductivos en el envejecimiento

Con respecto a la edad y la CSM en estudios clésicos se ha reportado para una variedad de especies
de mamiferos como las ratas, los monos e incluso los seres humanos, un declive en la expresion de la
conducta sexual que puede ser atribuible a los cambios fisioldgicos o incluso psicoldgicos para los
humanos (Chambers et al., 1991; Smith et al., 1992; Nicolosi 2004; Jennings & de Lecea, 2020). Las
concentraciones adecuadas de hormonas como la T, el E2, e incluso la PRL son necesarios para la
expresion de la CSM en los mamiferos, la cual ocurre en respuesta a la presencia de una pareja
sexualmente potencial (Jennings & de Lecea, 2020). El despliegue de la CSM requiere de una serie
de factores externos e internos, como el ciclo circadiano o estacional, la temperatura y la funcién del
eje HHG (Hull & Dominguez, 2015); ademas de un sustrato neural capaz de recibir y procesar los
estimulos externos para iniciar la interaccién sexual, que da lugar a las respuestas motoras que
incluyen la monta, intromisién y la eyaculaciéon (Morali et al., 2003; Bonilla-Jaime et al., 2006), sin
embargo, una alteracion en estas hormonas inhibe la CSM (Corona et al., 2016; Kahn & Brannigan
2017; Khodamoradi et al., 2020). Gran parte de la pérdida de la funcién sexual masculina con el
envejecimiento se ha correlacionado con una disminucién en la concentracion de T en suero. Este
cambio se ha demostrado en los seres humanos, en los monos Rhesus (Downs & Urbanski, 2006) y
en las ratas, incluyendo la cepa Sprague-Dawley (Harman et al., 2001; Wu & Gore, 2009) y las ratas
Wistar (Gruenewald et al., 2000). Sin embargo, no todos estos estudios muestran una clara relacion
entre la T, el envejecimiento y el comportamiento sexual. De hecho, durante esta etapa de la vida, las
concentraciones de T en ratas parecen no ser completamente diferentes de las de los animales jovenes.
Asi, mientras algunos estudios han demostrado disminuciones relacionadas con la edad en la T otros
no han demostrado tal pérdida de la conducta sexual relacionada con la T de manera contundente
(Gruenewald et al., 2000; Wu & Gore, 2009).

La edad no solo reduce la conducta sexual, sino que provoca cambios genéticos y epigenéticos en los
espermatozoides, que deterioran las funciones reproductivas masculinas a través de sus efectos
adversos sobre la calidad y el recuento de los espermatozoides, asi como los 6rganos sexuales y el eje
HHG. La produccion de hormonas como la espermatogénesis y los testiculos sufren alteraciones a
medida que el hombre envejece, con ello hay una disminucion en la fertilidad, misma que no implica
un cese completo de la espermatogénesis (Gunes et al., 2016 Almeida et al., 2017). Durante el
envejecimiento se reduce la calidad de los parametros espermaticos de las muestras de eyaculados;
asi se sabe que, en humanos se reduce el volumen del eyaculado en hombres de 50 afios 0 mas,
mientras que la concentracion de espermatozoides no se reporta como afectada por la edad (Kidd et
al., 2001; Johnson et al., 2015; Gunes et al., 2016).
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En larata, se ha reportado efectos similares al de los humanos, en cuanto a la disminucion del volumen
del eyaculado, ademas de una reduccion en el porcentaje de espermatozoides maviles y un incremento
en la proporcion de espermatozoides con gota citoplasmica en la cauda del epididimo (Syntin et al.,
2001). Por otro lado, Lucio et al. (2013) reportaron una técnica para determinar pardmetros de calidad
espermatica a partir de muestras de eyaculado, obtenidos de hembras inmediatamente después de la
eyaculacion con la presencia de tapdn vaginal, denominadas muestras espermaticas intrauterinas. En
este estudio, se utilizaron ratas con edades desde 3, 12 y hasta 24 meses. Ademas, estos autores
correlacionaron la expresion de la CSM con los pardmetros de calidad espermatica de estos mismos
machos. Ellos reportan un incremento importante en la proporcion de espermatozoides inméviles y
una disminucién en la movilidad en las ratas de 12 y 24 meses de edad, mientras que en los pardmetros
de conducta sexual reportan un aumento considerable en la latencia de eyaculacion en las ratas de 24
meses de edad.

Por otro lado, la inflamacidn, la oxidacion y la apoptosis son eventos considerados predictores de la
patogenia y el desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad y que se observan con frecuencia
en los testiculos envejecidos. A pesar de gue los mecanismos moleculares ain no se comprenden
bien, la evidencia acumulada apunta hacia las moléculas proinflamatorias y las especies reactivas de
oxigeno como los principales factores que contribuyen al envejecimiento testicular (Zhang et al.,
2020).

Se ha demostrado que la longevidad esta asociada con un déficit funcional en las células testiculares
(Barry et al., 2000; Santiago et al., 2019) y como consecuencia se ha reportado una disminucion en
los espermatozoides e incluso una disminucion en el nimero de células germinales. La pérdida de las
células germinales podria estar relacionado con una disminucién en la capacidad de las células de
Sertoli para soportar la supervivencia de las células germinales y la diferenciacion, o bien, la
reduccion en la disponibilidad de T producida por las células de Leydig (Chen et al., 2004). En un
estudio realizado por Hussein et al. (2020) analizaron los cambios histoldgicos y ultraestructurales de
los testiculos de ratas albinas adultas durante el envejecimiento, asi como los marcadores oxidativos
y antioxidantes de los testiculos envejecidos. Demostraron la presencia de cambios estructurales
regresivos relacionados con la edad de los testiculos acompafiados de un aumento de la apoptosis y
una disminucién de la capacidad proliferativa, ademas de un desequilibrio entre el dafio oxidativo y
la defensa antioxidante indicando un aumento del estrés oxidativo de los testiculos envejecidos.

Se ha demostrado también que la hormona foliculoestimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH),
la gonadotropina coridnica humana y la T regulan la supervivencia de las células germinales en el
testiculo, por lo que la exposicion a un exceso de hormonas o la privacion de estas puede conducir a

la apoptosis testicular (Shaha, 2008). Las células de Sertoli tienen receptores para FSHy T que son

Pagina 26



los principales reguladores hormonales de la espermatogénesis. Mientras que la eliminacion
hormonal induce la apoptosis de las células germinales (Sofikitis et al., 2008). Durante la maduracion
de los tubulos seminiferos, la T y la accion sinérgica de la FSH con el E2 favorecen la supervivencia
de las células germinales, mientras que el E; solo tiene un efecto inhibitorio proapoptético (Shaha et
al., 2010). Se observado que las vias extrinseca e intrinseca estan activas en las células germinales
tras la disminucion de los niveles de FSH y T; siendo estas quiénes mantiene la homeostasis
espermatogenica, pues son capaces de inhibir las sefiales de muerte de las células germinales (Pareek
et al., 2007).

Por otro lado, el exceso de T puede causar muerte en el tejido testicular por aumento en la expresion
de Fas/FasL (Zhou et al., 2001). Sin embargo, una disminucién de T estimula la actividad de la
caspasa Yy produce la fragmentacion del ADN en las células de Sertoli y células germinales (Tesarik
et al., 2002). Asi mismo, la evidencia de que los estrégenos son esenciales para la espermatogénesis
y que las concentraciones intratesticulares son altas (Hess, 2003). Mientras que las sustancias
guimicas similares a los estrégenos pueden actuar como agonistas o antagonistas e interferir con la

espermatogeénesis (Shaha et al., 2010).

2.6 Anexina V como marcador apoptotico en testiculo

Los marcadores apoptéticos pueden usarse potencialmente para evaluar la vitalidad de células como
de tejidos epiteliales e incluso la capacidad fertilizante de los espermatozoides. Existen diferentes
marcadores apoptoticos dentro de estos: los marcadores de pérdida de potencial mitocondrial que son
buenos en espermatozoides (Ortega-Ferrusola et al., 2009). Por otro lado, el aumento de la actividad
de la caspasa, la tincidn con anexina V la fragmentacion del ADN son marcadores importantes para
la supervivencia celular. En los espermatozoides con baja motilidad se expresa mayor actividad de
caspasa Yy exposicion de fosfatidilserina por lo que la tincidn de anexina V toma relevancia (Weng et
al., 2002). Asi, los marcadores de apoptosis también pueden servir como pardmetros de diagnostico
para la fertilidad, la investigacion adicional sobre otros marcadores apoptoticos podria reforzar este
campo de estudio. Los procesos de muerte celular programada se caracterizan por una serie de
cambios morfolégicos y bioquimicos que resultan en degradacién celular sin respuesta inflamatoria.
Al igual que en otros procesos fisiolégicos y patoldgicos los reproductivos no son ajenos a estas vias
de activacion, lo que repercute en la capacidad reproductiva (Colin-Valenzuela et al., 2010).

En los dltimos afios ha habido interés en la participacion de estos procesos apoptoéticos en la
espermatogénesis y en el desarrollo espermaético tardio, que se refleja en la capacidad reproductiva
final. Est4 demostrado que las alteraciones en los procesos apoptoticos se asocian con infertilidad

masculina y con una elevada frecuencia de apoptosis en células germinales de tejido testicular (Colin-
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Valenzuela et al., 2010; Stobezki et al., 2020).

Para evaluar la expresidn de la apoptosis en el espermatozoide existen diferentes técnicas que detectan
el proceso apoptotico en etapas tempranas y las que lo detectan en etapas tardias. Uno de los métodos
de deteccion temprana de apoptosis es la identificacion de la fosfatidilserina (PS) en la capa externa
de la membrana celular mediante la adicion de anexina V, que es una proteina con afinidad por
fosfolipidos dependientes de calcio, con alta afinidad por la PS. (Colin-Valenzuela et al., 2010;
Crowley et al., 2016)

La superficie de las células sanas estd compuesta por lipidos que se distribuyen asimétricamente en
la hoja interna y externa de la membrana plasmatica. Uno de estos lipidos, la PS, normalmente esta
restringido a la capa interna de la membrana plasmatica, solo esta expuesto al citoplasma celular
(Uriondo et al., 2011). Durante la apoptosis se pierde la asimetria lipidica y la PS queda expuesta en
la hoja externa de la membrana plasmatica. La anexina V, es una proteina fijadora de calcio de 36
kDa, se une a la PS; por lo tanto, la anexina V marcada con fluorescencia puede usarse para detectar
PS que esta expuesta en el exterior de las células apoptéticas (Crowley et al., 2016). La anexina V
también puede tefiir las células necréticas porque estas células tienen membranas rotas que permiten
gue la anexina V acceda a toda la membrana plasmatica. Sin embargo, las células apoptéticas se
pueden distinguir de las células necréticas mediante tincién conjunta con yoduro de propidio (IP)
porgue el IP entra en las células necroticas, pero se excluye de las células apoptéticas. Este protocolo
describe la unién de la anexina V y la captacion de IP seguida de citometria de flujo para detectar y

cuantificar las células apoptoticas y necréticas (Crowley et al., 2016; Moghadam et al., 2020).
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Figura 4. Anexina VV como marcador apoptético y necrético. Modificado de Crowley et al., 2016.
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2.7 Restriccion caldrica y parametros reproductivos

La nutricion juega un papel importante durante la longevidad, se ha observado que la RC retrasa la
aparicion de los cambios fisiopatoldgicos asociados con la edad (Khaled et al., 2008; Niederhofer et
al., 2017). La RC induce beneficios sobre la longevidad de ratas como la Brown Norman (Luo et al.,
2001; Khaled et al., 2008) mostrando efectos sobre el peso corporal y en el peso testicular, asociados
con el aumento en la expresion de los genes de la enzima SOD y CAT, asi como una disminucion en
la lipoperoxiadacion. Ademas, en este mismo estudio, se demostro que la expresion de los genes para
los receptores a estrogenos y la aromatasa testicular, se reducen durante el envejecimiento de la rata,
y en animales que fueron expuestos durante un mes a 60% de RC, la expresion de los genes para SOD
y CAT se incrementd en comparacion con los animales sin RC. Estos resultados indican que, durante
el envejecimiento, una dieta baja en calorias es benéfica para la expresion de enzimas antioxidantes,
ademas de mejorar la movilidad espermatica en el epididimo (Khaled et al., 2008). Sin embargo, no
se evaluan los efectos de la RC sobre la conducta sexual.

El envejecimiento tiene un efecto deletéreo sobre la morfologia del sistema reproductor masculino
que, asu vez, puede conducir a cambios en la espermatogénesis y, en consecuencia, a una disminucion
tanto en la calidad como en la cantidad de espermatozoides (Hussein et al., 2020). Asi en ratas Brown
Norman, se ha observado aumento en la expresion de genes relacionados con procesos de
envejecimiento en la cauda y cuerpo del epididimo, sitio en donde los espermatozoides obtienen su
maduracion y son almacenados (Kathryn & Bernard, 2003). Sin embargo, en ratas macho con edad
de 3 meses de edad en etapa reproductiva y sometidas a RC al 25% y 50% por un periodo de 4 a 5
semanas, en las cuales evaluaron conducta sexual y patrones de preferencia hacia una hembra o un
macho; asi como la concentracién de T y de leptina antes y después de la RC. Observaron, que
después de la RC al 50%, se presenta una reduccion importante en el peso corporal, asi como una
deficiencia en la ejecucion de la CSM y una disminucion en la preferencia sexual por la hembra,
asociado con una disminucién en la concentracion de T y de leptina. Mientras que en las ratas con
RC al 25% no se observaron dicho efecto, sin embargo, se presentdé una disminucion en la
concentracion de T (Govic et al., 2008). Sin embargo, es sabido que la T es la responsable de iniciar
y mantener la CSM en la rata (Hull & Dominguez, 2015), por lo que resulta necesario indagar con

mas detenimiento el efecto de la RC en la ejecuciéon de la CSM.
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3.0 Justificacion

El envejecimiento es un proceso que ocurre de manera natural asociado a enfermedades crénico-
degenerativas y cardiovasculares como obesidad, diabetes, disfuncion renal, cancer, entre otras. Se
sabe que durante el envejecimiento las funciones enddcrinas cambian, asi como la homeostasis
metabolica. La posibilidad de mejorar la funcion enddcrina, principalmente la funcién testicular, asi
como favorecer la sintesis de testosterona y la espermatogénesis, son importantes para mejorar la
calidad de vida, tanto como la funcion reproductiva. Por lo que, investigar los efectos de la RC es de
suma importancia en las funciones antes mencionadas, pues podria aumentar la ventana reproductiva
en las personas que por algun motivo decidieron aplazar su reproduccion y con esta estrategia de RC
podrian mantener la conducta sexual activa, mediante la accion de las hormonas gonadales, mismas

que regulan las conductas reproductivas.

Por otro lado, indagar los efectos de la RC para saber si mantiene en condiciones dptimas los
parametros reproductivos y hormonales, asi como, la salud metabdlica durante el envejecimiento
adquiere gran importancia pues puede proveer beneficios a la salud humana, asi como en animales en
cautiverio, con importancia econdmica y en peligro de extincién, alargando el periodo reproductivo

sin alterar la homeostasis metabdlica, mejorando la calidad de vida del senescente.
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4.0 Pregunta de investigacion

¢Cual serd el efecto de la restriccion calorica sobre la conducta sexual masculina, la calidad espermatica y

las hormonas metabdlicas en la rata Wistar longeva?
5.0 Hipotesis

La restriccion caldrica mejorara la conducta sexual masculina, la calidad espermatica y las hormonas

metabolicas en la rata Wisr¢tar longeva.
6.0 Objetivos
6.1 General

Analizar el efecto de la restriccidn cal6rica sobre la CSM, la calidad espermatica y las hormonas relacionadas

al metabolismo durante el envejecimiento de la rata Wistar.

6.2 Especificos

Analizar el efecto de la RC en la rata Wistar a los 18 y 24 meses de edad sobre:

1. La conducta sexual masculina

2. La concentracion, movilidad, vitalidad y fragmentacion del DNA de espermatozoides

3. Cuantificacion de la expresion de Anexina VV como marcador apoptético en testiculo

4. La concentracion de hormonas sexuales como testosterona, estradiol, prolactina

5. La concentracion de hormonas metabdlicas como insulina, leptina, glucagdn y adiponectina
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7.0 Materiales y métodos

7.1 Sujetos experimentales

Los sujetos experimentales que fueron utilizados para este proyecto contaban con 12 meses de edad
y eran sexualmente expertos, antes de ser asignados a los diferentes grupos de RC se les realizé una
prueba de CSM previa para asegurar su experiencia sexual.

Todos los sujetos experimentales se manejaron segun los lineamientos para la conduccion ética de la
investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud de la
UAM-Iztapalapa y segin la NOM-062-ZO0-1999. Los sujetos fueron mantenidas en cajas
individuales bajo un ciclo de luz-obscuridad invertido 12hrs:12hrs (encendido de luz a las 8:00 pmy

apagado a las 8:00 am) a una temperatura constante de 24°C.

Antes del inicio de la RC, se les realiz6 durante 15 dias un registro del consumo de alimento y peso
corporal para conocer el consumo diario de alimento, asi como la ganancia de peso corporal. Esto con
el objeto de saber cuanto es el consumo de alimento ad libitum diario de cada uno de los sujetos,para
poder realizar la RC de acuerdo con el consumo ad libitum diario para cada animal. Posteriormente

los sujetos, fueron asignados azarosamente a los siguientes tres grupos experimentales:

Grupo 1 (Control). - Ratas de 12 meses de edad con comida ad libitum (n=6) Grupo 2.- Ratas de 12
meses de edad con RC al 15% (RC15, n=6) y Grupo 3.- Ratas de 12 meses de edad con RC al 35%
(RC35, n=6).

El porcentaje de RC seleccionado en este estudio fue elegido segin lo reportado por Govic et al.,

2008. Cuidando siempre la salud y el estado nutricional de los animales.
7.2 Evaluacion de la conducta sexual masculina

Se realizaron de manera individual dos pruebas de ejecucién sexual a cada una de las ratas. Este
registro se realizd en las primeras 4 horas del apagado de la luz, durante la fase oscura del ciclo y bajo
luz roja tenue. El macho se colocd en un redondel de Plexiglas de 50 cm x 42 cm de base y 42 cm de
altura con piso de aserrin durante 5 minutos para que se adapte al mismo. Pasado este tiempo, se
introdujo una hembra receptiva tratada previamente con benzoato de estradiol (5ug/50ul, 48 horas
previas a la prueba) y progesterona (500ug/50ul 4 horas previas a la prueba), con la que se le permitié
interactuar libremente, se continuo la copula hasta cumplirse el criterio de 30 minutos por registro de
conducta sexual masculina. Durante los 30 min se registraron los siguientes parametros: 1). Latencia
de monta (LM). 2). Latencia de intromision (LI). 3). Numero de Montas (NM). 4). NUmero de

Péagina 32



intromisiones (NI). 5). Latencia de eyaculacion (LE). 6). Intervalo Post-eyaculatorio (o refractario)
(IPE). 7). Hit rate o eficiencia copulatoria; se calcula dividiendo el nimero total de intromisiones

entre la sumatoria del nmero de montas e intromisiones (HR= I/M+1).
7.3 Obtencion de espermatozoides epididimarios

Una vez transcurridos los seis 0 doce meses de la RC se practico eutanasia a cada uno de los sujetos
experimentales con ketamina (50 mg / kg) y xilazina (10 mg / kg) mediante inyeccion intraperitoneal
a las ratas. Se realizd una puncion cardiaca para la obtencion de sangre para su analisis.
Posteriormente, se realizaron las disecciones para la obtencién de las muestras epididimarias para la
evaluacion de los pardmetros espermaticos. Ademas, se extrajeron los testiculos con epididimos, los
cuales fueron colocados en cajas Petri en cuyo interior contenia solucion PBS y fueron mantenidos a
37°C.

Los espermatozoides fueron obtenidos de la cola del epididimo por perfusion con 1mL PBS. Cada
muestra obtenida se homogenizd con pipeteos constantes y una alicuota (10 ul) se colocd en un
portaobjetos y posteriormente se cubrid con un cubreobjetos de 22x22 mm. Cada muestra fue

analizada a 40x utilizando un microscopio de contrate de fases Labophot (Nikon, Japon).

7.4 Evaluacion de los parametros microscépicos de espermatozoides obtenidos de la

cola del epididimo

El andlisis microscopico comprende la valoracion de la vitalidad, concentracion y morfologia
espermatica. Se homogeniz6 el semen con pipeteos constantes y se tomaron 10, este se coloc en
un portaobjetos previamente atemperado, las células se observaron en objetivo a 40x con microscopio

de contraste de fases (Nikon, Japon).
7.5 Analisis de vitalidad

La vitalidad celular fue evaluada utilizando el Live/Dead Sperm Viability Kit (Thermo, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una alicuota de los espermatozoides obtenidos (100 mL)
se le agregaron 10 pl de yoduro de propidioy 10 pl de SYBR 14 y la mezcla se homogenizd y se dejo
incubando a 37°C por 10 minutos. Después, una alicuota de 10 mL se coloc6 en un portaobjetos y se
cubrid con un cubreobjetos de 22x22 mm para ser analizadas en un microscopio equipado con sistema
de epifluorescencia Eclipse E-600 (Nikon, Japon). Los espermatozoides vivos una fluorescencia en
color verde y los espermatozoides muertos en color rojo. Para la interpretacion de los resultados se

obtuvo el porcentaje de espermatozoides vivos, del total de 200 células contadas.
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7.6 Analisis de la concentracion espermatica

Para el conteo espermatico se usé un portaobjetos. Previamente se realiz6 un conteo de 3 campos al
azar, se tom¢ la media de estos valores para hacer la dilucion, se utilizé una solucién que contenia
formaldehido al 10% para inmovilizar a los espermatozoides dentro de un tubo cénico. Dependiendo
del conteo de estos tres campos se realiz6 la dilucion con base a las células que se observaron. Las
diluciones fueron 1/5, 1/10, 1/20 o 1/50; una vez hecha la dilucion se carg6 la Camara de Neubauer
con 10ul y se procedi6é a contar los cuadros. Para conocer la concentracion de células por ml se
sumaron las cantidades obtenidas de las 2 camaras y se realizaron los calculos dependiendo de la

dilucién realizada y del nimero de cuadros contados en la cAmara de Neubauer.
7.7 Fragmentacion de DNA por electroforesis de célula tnica (prueba cometa)

Sobre un portaobjetos se formo una base de agarosa al 4.0%, posteriormente se agreg6 una segunda
capa de agarosa formada por una mezcla de espermatozoides y agarosa de bajo punto de fusién al
3%. Después, las preparaciones se incubaron en buffer de lisis alcalino (NaCl 2.5M, EDTA 0.1M,
Tris 10mM, TritonX-100 1%, DMSO 1%, Ditiotreitol 10mM a un pH de 10) por un lapso de 105
minutos a 4°C y protegidos de la luz. Después, los portaobjetos fueron lavados con un amortiguador
Tris [0.4 M] y colocados en una camara de electroforesis horizontal donde se realiz6 un corrimiento
electroforético a 50V/300 mAmp por 20 minutos. Inmediatamente, cada una de las laminillas fue
lavada con medio de neutralizacién (Tris 0.4 M, pH 7.5). Posteriormente, cada laminilla se tifio con
una solucion de anaranjado de acridina (0.01mg/ml) y lavada con agua destilada. En seguida, las
laminillas fueron analizadas a través de microscopio de epifluorescencia Eclipse E-600 (Nikon,
Japon) para determinar el nimero de células con fragmentacion en el ADN nuclear, caracterizadas
por el corrimiento y dispersion del ADN espermético adoptando una forma de cometa. Para la
interpretacion de los resultados se obtuvo el porcentaje de espermatozoides con dispersion del ADN,

del total de 200 células contadas.
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7.8 Cuantificacion de apoptosis por Anexina V

Una vez anestesiados los animales, fueron perfundidos intracardiacamente con paraformaldehido al
4%, posteriormente los testiculos fueron deshidratados en un equipo Histoquinet STP 120 de Thermo
Scientific durante 24 horas y procesados en parafina. Las secciones de tejido fueron obtenidas a través
un microtomo Leica RM2155 con cortes de 5 um, la deteccion de Annexin V se realiz6 con el kit
Alexa fluor 488 Annexin V/Dead cell Apoptosis (Thermo Fisher Scientific, USA). El analisis
histologico se realizo utilizando un microscopio de epifluorescencia con Axio Observer 2 (Karl Zeiss,
Germany) sistema de iluminacién estructurado acoplado Apotome V2. Se analizaron 20 cortes
transversales de los tubos seminiferos por animal. Las imagenes fueron analizadas utilizando, el

programa de analisis de imagenes ZEN black (Karl Zeiss, Germany).

7.9 Determinacion de glucosa y hormonas plasmaéticas

Todos los animales fueron anestesiados con ketamina (50 mg / kg) y xilacina (10 mg / kg) mediante
inyeccion intraperitoneal, para la obtencion de las muestras de sangre por puncion cardiaca. Las
muestras de sangre se colocaron en un tubo con gel separador de suero (REF 36815, BD Vacutainer
SST, Méx). La obtencion de los sueros fue a través de centrifugacién (3000 rpm, 15 minutos). La
concentracion de glucosa fue obtenida por el método de oxidacion por el analizador Vitalab Eclipse
(Merck, Dieren, The Netherlands). Para la determinacion de las hormonas sexuales testosterona (EIA-
1559), estradiol (EIA-2693) y prolactina (EIA-1291) se empled un kit comercial de ELISA de DRG
International Inc (NJ, USA). Para el resto de las hormonas, como son insulina (80-INSRT-EOQ1);
glucagén (48-GLUHU-EOL); leptina (22-LEPMS-E01) y adiponectina (22-ADPRT-E01), se emple6
un kit comercial de ELISA de Alpco (Bensheim, Germany). Cada muestra fue analizada por
duplicado, leidos a 450 nm mediante un espectrofotdmetro para multiplacas Multiskan™ GO Thermo
Scientific (MA, USA).
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Figura 5. Linea de tiempo del Disefio experimental. Se registrd la cuantificacion ad libitum del alimento por
animal antes de la RC durante 15 dias (lineas punteadas). El experimento se inicié a los 12 meses de edad de los
animales (Basal 0) con los grupos control (ad libitum), RC 15y RC 35 % (n=6)en cada grupo. Se realizaron las
pruebas reproductivas y biogquimicas (*), en el tiempo basal, y a los 6 y 12 meses después de RC.
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8.0 Analisis estadistico

Todos los parametros son expresados como la media = DS y fueron analizados por una prueba
ANOVA de dos vias para cada pardmetro, seguida por la prueba post hoc de Tukey. Los valores de
p< 0.05 fueron considerados significativos. Todos los anélisis fueron realizados con el paquete
estadistico GraphPad Prism 8.0.1 (La Jolla, CA).
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9.0 Resultados

9.1 Registro del consumo de alimento
De los registros del consumo de alimento ad libitum previo a la RC se obtuvo un valor de 37 £ 6 g.

Una vez analizado el consumo de alimento ad libitum diario de cada uno de los animales se realiz6

laRC al 15y al 35% para cada uno de los grupos.
9.2 Alimento del Bioterio

El bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa proporciond un Analisis
Bromatoldgico del alimento que maneja, en donde especifica el contenido de los nutrientes en
porcentaje, el cual no estaba completo, pues solo contiene proteina, grasa y fibra, mientras que el
alimento contiene mas (tabla 1).

Tabla 1. Analisis bromatoldgico proporcionado por la Universidad Autbnoma Metropolitana.

Nutriente Porcentaje RC al 15 % RC al 35 %

Proteina 28 % 4.2 9.8
Grasa 45% 0.67 1.57
Fibra 6 % 0.9 21

De tal modo que se realizé un andlisis bromatoldgico en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, el cual arrojo la informacion derivada de nutrientes, porcentaje de nutriente

que contiene el alimento que consumian los animales sometidos a la RC (tabla 2).
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Tabla 2. Anélisis bromatoldgico de la FMVZ- UNAM.

Analisis Quimico Inmediato

Materia seca 92.04%
Humedad 7.96%
Proteina Cruda 25.37%
Extracto Etéreo 7.44%
Cenizas 9.10%

Fibra Cruda 4.18%
Extracto libre de Nitrégeno 45.94%

Para verificar el contenido energético del alimento también se realizo un analisis de “Determinacion
de energia bruta” para corroborar la ingesta energética contenida en el alimento que consumian los
animales durante los meses de tratamiento, (tabla 3). Asi se pudo comprobar que los animales con
comida ad libitum ingerian entre 117 y 164 kcal/ dia. Del mismo modo, los animales sometidos a RC
al 15 % ingerian de 95 hasta 104 kcal/ dia y el grupo RC al 35 % consumia de 77 hasta 87 kcal/ dia
(tabla 4). Lo que indica una disminucién en la ingesta de alimento de los grupos RC vs el grupo

Control con alimentacion ad libitum.

Tabla 3. Calorias contenidas en un gramo de alimento.

Energia bruta

Kcal Gramos de alimento
4.32 1

Pagina 39



Tabla 4. Muestra las calorias consumidas en cada uno de los grupos experimentales.

Grupo Alimento en gramos Kcal

Control 22-35 95-151
RC15 22-24 95-104
RC35 18 - 20 77.7- 87

9.3 Pérdida / ganancia de peso y supervivencia

El monitoreo del peso corporal de los animales involucrados en el experimento se llevé a cabo desde
el tiempo 0 o basal, por lo tanto, los datos se muestran desde el tiempo 0, asi como a los 6 y 12 meses
de exposicion al tratamiento de la RC, después de 6 y 12 meses se redujo significativamente el peso
corporal en los grupos RC 15 % y RC 35 %, en comparacion con el grupo control y su valor basal
(p<0.01, Tabla 1). Asi, el peso corporal permanecié a la baja de manera significativa para los grupos
sometidos a RC al comparase con el grupo control con alimentacién ad libitum hasta los 24 meses de
edad, cuando los animales han llegado al limite de longevidad. Los animales correspondientes al
grupo control con alimentacién ad libitum y sin RC tuvieron un aumento progresivo del peso corporal
desde los primeros 6 meses de tratamiento, volviéndose significativo hasta los 12 meses de

experimentacion y 24 meses de edad. (p<0.01, Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la RC sobre el peso corporal en el envejecimiento de la rata.

6 ___meses después de RC 12  meses después de RC
Basal Control RC 15% RC 35%  Control RC 15% RC 35%
Peso 541.6 640.2 + 4470 + 437.7 + 630.3 + 4432+ 446.7 +
corporal  *6.7 10.6% 19.6* 7.2* 15.3% 15.3* 17.0*

Los valores obtenidos muestran la media + SE del peso corporal en ratas con RC al 15y 35 % por 6 y 12 meses.
*Indica diferencias significativas entre los grupos de RC al 15y 35 % vs el grupo control, p < 0.01; #Indica
diferencias significativas entre el grupo control después de 6 y 12 meses de RC vs el valor basal, p < 0.05.
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Uno de los efectos del envejecimiento es la muerte del individuo. En este estudio pudimos observar
que el 100 % de los animales sobrevivid a los 6 meses después de la RC 15y 35 %. A los 9 meses de
RC (21 meses de edad), el 50 % de animales del grupo control sobrevivié en comparacion con los
grupos RC 15y 35 %, cuya sobrevivencia fue 100 % y 80 %, respectivamente. Interesantemente, a
los 12 meses de RC (24 meses de edad) se mantiene la sobrevivencia para el grupo control al 50 %,

mientras que el grupo RC 15 % disminuy0 la sobrevivencia (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la RC sobre la supervivencia en la rata Wistar envejecida. Los valores muestran el porcentaje
de supervivencia de las ratas con RC al 15y 35 % por 6 y 12 meses de RC.

Por otro lado, se observé un deterioro en las caracteristicas fisicas de los animales, propios del
envejecimiento, sin embargo, en los animales del grupo control se observo que hubo ademas del
aumento del peso corporal, pequefias laceraciones en piel y perdida de pelo (Alopecia), figura 7 A.
No asi, para los animales de los grupos sometidos a RC, en estos animales, se observo que el pelaje
es abundante, la piel esta sin laceraciones, y en algunos casos se presentaban indicios de cambios en
la coloracién del pelaje. Ademas, presentan una mejor apariencia fisica respecto del grupo control,
figura7 By C.
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Figura 7. Muestra la morfologia corporal de los animales sometidos a tratamiento con RC a 24 meses de edad,
se observan las caracteristicas fisicas de cada uno de los grupos. A y B) muestran ratas del grupo control con
alimentacion ad libitum, con alteraciones en la piel, perdida de pelo y con mayor peso. C) Muestra la morfologia
del grupo con RC al 15 %. D) Animales del grupo con RC al 35%.

9.4 Andlisis de la conducta sexual masculina

El analisis de la CSM consisti6 en la evaluacion de la LM, LI, NM, NI, LE, NE e IPE los parametros
de las latencias. Estos datos se muestran en la Tabla 6. Observamos, que la ejecucién de la CSM fue
Optima, es decirlos sujetos presentaron valores similares a cuando las ratas tenian 12 meses de edad.
Observandose un aumentoen la LM segun transcurria el tiempo de exposicion a la RC, tomando en
cuenta los valores basales, es decir, los valores que presentaron los animales a los 12 meses de edad,
antes de distribuirse en los grupos de RC y elgrupo control con alimentacion ad libitum. De tal modo
gue, se encontrd que a los seis meses de tratamiento los grupos sometidos RC 15y RC 35 % mantenian
las LMy LI como al inicio del experimento, no asi para el grupo control con alimentacion ad libitum,
gue aumentd la LM. Por otro lado, hubo un aumento en la ejecucionde la CSM para los animales RC

35 % que presentaban hasta 3 eyaculaciones, no asi para el grupo control quepresenté 1 eyaculacion.

Por otro lado, después de 12 meses de tratamiento y 24 meses de edad, el grupo RC 35 % presentd una
segundaserie copulatoria (2 de 6 animales), sin embargo, se present6 un aumento en la LM, asi como
de la LI, al compararse con los valores de CSM a los 12 meses. El grupo RC 15 % present6 1
eyaculacion (2 de 6 animales),pero estos mantuvieron la LMy la LI similar a los valores de la CSM a
los 12 meses. El grupo Control a los 12meses de tratamiento y 24 meses de edad no presentd

eyaculaciones.
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Tabla 6. Efecto de la RC sobre la CSM en el envejecimiento de la rata Wistar

6 meses después de RC

Basal Control RC13% RC35%
Latencia de montas (seg) 565737 200.0 = 47.70%* 830+5533* 4083 £ 7.50*
Nimero de montas 34£0.77 55+£125 416+135 316047
Latencia de Intromision (seg) 736525 142.5 £ 62.08%* 78 £ 56.5% 673+ 28.03*
MNimero de Tntromisiones 85043 145+ 1389 178+ 2 44%= 140+161
Latencia de eyaculacion (seg) 521.0+1450 624+ 235 TIB £ 165%* 638+ 98
Intervalo post-eyaculatorio (seg) 4433 +£103.4 4148+ 1554 670.8 £203.6 442 0+£48.13
Numero de eyaculaciones 23+02 1£0** 2+1 Jx1®
Hit Rate 077026 0.67£0.007 0.79 £ 0.033* 0.82£0.25%

Los valores obtenidos (n= 6) muestran X + ES de los parametros copulatorios de ratas con RC al 15 0 35 % durante 6 meses después de la RC.
* Indica diferencias significativas entre los grupos de RC 15y 35 % vs el grupo control, p<0.01; ** indica diferencias significativas entre losgrupos de
RC 15y 35.
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9.5 Parametros de calidad espermética

Los valores de los parametros evaluados en la calidad espermatica se vieron disminuidos con la edad
de las ratas. En el pardmetro de movilidad espermatica en los grupos RC15y 35 % a los 6 meses de
RC, solamente se observo un incremento significativo en comparacion con el grupo control y el valor
inicial (Basal). (p<0.05, Tabla 7). A los 12 meses de la RC, se observo un incremento en la movilidad
y vitalidad espermatica en comparacion con el grupo control (p<0.05, Tabla 7). Cabe destacar que en
este grupo control todos los parametros de calidad espermatica a excepcion de la fragmentacion

mostraron una disminucién significativa con respecto al tiempo inicial (basal) (p<0.05, Tabla 7).
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Tabla 7. Efecto de la RC sobre la calidad espermética en el envejecimiento de la rata Wistar

6 meses después de RC 12 meses después de RC
Basal Control RC15% RC35% Control RC15% RC35%
Mobilidad 640=36 438=09 50+£20*% 56.6=08%** 253+120** 402 £0.4* 43.0£2.5%
Vitalidad 85.0=21 80309 81116 8616 441£47%%  508=69** 55 = 8.4*%*
Concentration 245+ 16.9 220+ 16.6 257+83 245+£12.7 1482+6.2**  218+152 178+9
Fragmentacion 964=03 9704 97=03 97+02 96+ 0.3 96+0.2 96+03

Los valores obtenidos muestran X + ES de los parametros de calidad espermatica de ratas con RC al 15 o 35 % durante 6 y 12 meses. * Indica
diferencias significativas entre los grupos de RC 15 y 35 % vs el grupo control, p<0.01. ** Indica diferencias significativas entre los grupos de
RC 15y 35 % vs el tiempo 0 (basal), p<0.05.
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9.6 Cuantificacion Hormonas sexuales

Una vez transcurrido el tiempo de experimentacion y terminados los registros de CSM, los animales
fueron eutanaciados, para posteriormente recolectar el suero sanguineo para cuantificacion de la T.
Al inicio del tratamiento todos los sujetos contaban con 12 meses de edad, y una concentracion de T
de 2.12 + 0.32 ng/dL. Al exponer a RC durante seis meses a los animales, se logré mantener elevadas
las concentraciones séricas de T para las ratas sometidas a RC 15 % hasta a 1.63 + 0.27 ng/dL y para
el grupo con RC 35 % fue de 1.85 + 0.25 ng/dL, incluso estos valores son similares a cuando los
animales tenian 12 meses de edad, el grupo control con alimentacion ad libitum mostré una
disminucién significativa de T con un valor de 0.77 + 0.13 ng/dL. Cuando los grupos experimentales
llegaron hasta los 12 meses con RC y 24 meses de edad se observd que la concentracién de T
disminuy6 aln mas para los animales con alimentacion ad libitum, observandose un valor de 0.162 +
0.05 ng/dL siendo estos los valores mas bajos, no asi para el grupo con RC al 15 %, quien present6
un valor de 1.38 £ 0.24 y 35 % 1.30 £ 0.27, los cuales presentaron una tendencia a disminuir, sin

embargo, no alcanzan los valores del grupo control, Tabla 8).

Los datos de E, mostraron una disminucion significativa cuando se comparo el grupo control de 18
meses de edad con los grupos RC al 35 % para 18 y 24 meses de edad (p<0.01, Tabla 8). Para el caso
de la prolactina, no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados, aunque se
observa una tendencia al aumento para el caso de los grupos control para 18 y 24 meses de edad,
Tabla 8).

9.7 Cuantificacion de los paradmetros metabolicos.

Al igual que el andlisis de la concentracion de T para la cuantificacion hormonal metabdlica, los
animales fueron eutanaciados después de transcurrido el tiempo de experimentacion, se recolecto el
suero sanguineo del cual se cuantifico las concentraciones de insulina, glucagén, adiponectina y
leptina.

Glucosa

La cuantificacion de la glucosa nos arrojé valores iniciales de 8.87 + 0.52 mmol/L, sin embargo,
después de 6 meses de RC se observé una disminucion significativa para los grupos al 15y 35 % de
RC, mostraron valores de 6.17 + 1.23 y 5.72 + 1.12 comparados con el grupo control con alimentacion
ad libitum, mismo que mostré un valor de 11.88 + 0.42. Este efecto ocurrid, también, a los 12 meses
de RC, mostrandose valores de 6.07 + 1.22 para el grupo RC al 15 %, 5.22 + 0.99 para el grupo con
RC al 35 % y finalmente 11.90 £ 0.92 para el grupo control (p<0.01, Tabla 8).
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Insulina

El andlisis de la concentracion de insulina se reviso a partir de los doce meses de edad (basal) con un
grupo de animales previo a la RC y se encontrd lo siguiente: a los 12 meses de edad la insulina mostro
un valor de 0.719 £ 0.11 ng/mL. Después de 6 meses de RC se observaron cambios relacionados a
esta hormona pues el grupo RC al 15 % presentd un valor de 0.532 £ 0.79 mientras que el grupo con
RC al 35 % present6 0.559 + 0.075. En el caso del grupo control con alimentacién ad libitum aumentd
Los valores de insulina hasta 1.52 + 0.16 al ser comparado con los sujetos del grupo con RC.

Por otro lado, después de 12 meses de RC se observo, que la insulina para el grupo con RC al 15%
obtuvo un valor de 0.513 + 0.12, para el grupo con RC al 35 % fue de 0.650 + 0.58 y para el grupo
control de 4.371 + 0.56, se observé un aumento significativo para el grupo control después de doce
meses de RC (p<0.01, Tabla 8).

Glucagon

La concentracion de glucagon en el cuerpo es inversamente proporcional a la concentraciéon de
insulina, a pesar de esto, la cuantificacion se realiz6 de una manera similar, pues iniciamos con
animales de 12 meses de edad (basales) previo a la exposicion a RC, los datos obtenidos son los
siguientes: los valores iniciales son de 199.0 + 22.0 pg/mL. Mientras que después de 6 meses de RC
se observo que los valores de glucagon tuvieron una tendencia a disminuir, siendo los valores para el
grupo con RC al 15 % de 56.0 + 8.9, para el grupo al 35% 63.0 £ 7.1 y para el grupo control de: 237.0
+ 55.0, se observa una disminucion para los grupos RC respecto al valor basal (Tabla 7). A los 12
meses de RC y 24 meses de edad se observé que el grupo de RC al 15 % presentd un valor de 74.0 +
11.0, el grupo RC al 35 % 36.0 + 6.3, mientras que el grupo control presenté un valor de 161.0 +
16.0, observandose cambios para los grupos con RC respecto al valor basal. (p<0.01; tabla 8).

Adiponectina

Se sabe que las concentraciones de adiponectina ejercen un efecto sinérgico con la insulina para el
metabolismo de la glucosa, asi el analisis de las concentraciones de adiponectina es necesario para
comprender el funcionamiento energético y la homeostasis metabolica de los organismos sometidos
aRC, paralo cual, iniciamos la cuantificacion hormonal a los 12 meses de edad (basales) con animales
sin RC. Los valores basales fueron de 12.18 + .23 ng/mL. Después de 6 meses de RC y 18 meses de
edad no se encontraron cambios significativos en ninguno de los grupos, pues para el grupocon RC al
15 % fue de 13.80 = 0.69, para el grupo con RC al 35 % fue de 12.30 + 0.20 y para el grupo
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control se presentd un valor de 12.60 + 0.80. De igual forma, a los 12 meses de RC y 24 meses de
edad, no se encontraron cambios en los valores de adiponectina, los valores para el grupo RC 15 %
fueron de 12.27 + 0.75 para el grupo al con RC al 35 % fue de 11.60 + 1.08 y finalmente para el grupo
control con alimentacion ad libitum se presentd un valor de 10.80 + 0.18 (p<0.01, Tabla 8).

Leptina

Se conoce a la Leptina como la hormona de la saciedad, que a su vez esta relacionada con el encendido
del eje HHG, ademas de que esta hormona nos da un indicio del reservorio de energia. Asi, se tomaron
valores iniciales (basales) de Leptina con ratas de 12 meses de edad los cuales mostraron valores de
2680.0 + 380.0 pg/mL. Sin embargo, a los 6 meses de RC y 18 meses de edad, se observo una
disminucién en los valores de la adiponectina para los animales con RC al 15 y 35 %, siendo los
valores 773.0 + 114.0 y 481.0 + 87.0, respectivamente, mientras que el grupo control con
alimentacion ad libitum presentd un valor de 3004.0 + 341.0, mostrandose un aumento significativo
en comparacion con los grupos RC.

Después de 12 meses de RC se observa una tendencia a la disminucion de esta hormona para los
animales sometidos a RC al 15 y 35 % pues los valores disminuyeron a 466.0 £ 59.0 y 336.0 £ 67.0,
mientras que el grupo control con alimentacion ad libitum alcanzo los valores de 1427.0 + 119.0
(p<0.01; tabla 8).
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Tabla 8. Cuantificacion de parametros metabélicos

6 meses después de RC

12 meses después de RC

Basal Control CR 15% CR 35% Control CR 15% CR 35%

Glucosa (mmol/1) 887052 1188042 6.17+123* 572+£1.12% 11.90+£092 6.07+£122* 522+099*%
Leptina (pg/mL) 2680.0=3980 3004.0=3410 7730=x114.0% 481.0£87.0% 14270=119 466.0+590% 3360£67.0%
Adiponectina (ng/mL) 1218£023 1260 =080 1380 £0.69 1230020 1080 £0.18 1227£075 11.60£1.08
Insulina (ng/mL) 0.719+0.11 1524016 0.3532£0.79* 0.559+0.075% 4371 +056° 0.513+0.12*% 0650+ 0.58*
Glucagén (pg/mL) 1990220 2370£550 56.0+85° 63.0£7.17 161.0+ 160 740+ 1107 36063
Testosterona (ng/ml) 1952004 0.57+0.057 1.75+0.14* 210+ 0.15* 017+ 0.027 1.47+007* 1.17 £ 0.08*
Estradiol (pg/mL) 168 £0.03 1.99 +0.057 1.80+0.03 1.78 £0.04* 1.96 £ 0.067 1.76 £0.03* 01.74 £ 0.04*
Prolactina (pg/mlL.) 65.0£1.56 80.0£507 69.0 £ 4.60 71.0+6.01 82013167 650£375 66.0+£3.63

Los valores obtenidos muestran X + ES (n=6 por grupo) para los pardmetros metabélicos de animales con RC al 15y 35 % durante 6 y 12 meses.
*Indica diferencias significativas entre el grupo al 15y 35 % vs el grupo control; *India diferencias significativas entre los grupos con RC al 15y 35 %

vs el valor basal p < 0.01.
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9.8 Cuantificacién de apoptosis por anexina V

Una vez desparafinados los cortes de testiculo se cuantificé el area de los tubos seminiferos, asi como
la intensidad de fluorescencia de la Anexina V, en donde se observé que, el area del tibulo seminifero
estuvo afectada en el grupo control, sin embargo, observamos que en los grupos RC 15y RC 35 % a
los 6 y 12 meses de RC se mantuvo con respecto a los valores iniciales (Basal). Por otro lado, el area
del tabulo seminifero disminuyo 1.2 veces a los 6 meses y 2.3 veces a los 12 meses de tratamiento
para el grupo control en comparacion con los grupos RC 15y 35 % (p<0.01, Figura 8A).

Para el caso de la deteccion de anexina V, no se observaron cambios en los grupos RC 15y 35 % a
los 6 y 12 meses de RC con respecto a su valor inicial (Basal). Mientras que en el grupo control la
intensidad de fluorescencia de anexina V se incremento significativamente a partir de los 6 y hasta
los 12 meses de tratamiento (24 meses de edad) (p<0.01, Figura 8B).
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Figura 8. Efecto de la RC en la apoptosis del area total del testiculo y de los tubos seminiferos en ratas macho
Wistar envejecidas. Los valores obtenidos muestran la media + SE del area total y del epitelio de los tubos
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seminiferos (A) y la intensidad de fluorescencia de la proteina annexina VV como un marcador preapoptotico enel
epitelio de los tubos seminiferos (B) en ratas con RC al 15y 35 % por 6 y 12 meses de RC. *Indica diferencias
significativas entre los grupos RC 15 % y 35 % vs el grupo control, p < 0.01.

10.0 Discusion

Durante el envejecimiento existe diversos cambios que llevan al individuo al limite de su vida, cambios
gue pueden verse atenuados segln el tratamiento y las condiciones de vida, dentro de estos se encuentra
la reduccion del metabolismo, la disfuncidn renal, reduccion en la funcion muscular, cardiovascular y
del sistema nervioso central, entre otros (Pak et al., 2021).

Actualmente la investigacion busca disminuir la fragilidad del individuo longevo, lo que significa
mejorar la calidad y expectativa de vida, contribuyendo o llevando al envejecimiento saludable, que
incluye el funcionamiento general del individuo, e incluso el reproductivo (Colman et al., 2014; Yamada
et al., 2018). Es aqui donde este proyecto toma importancia, pues contribuye al conocimiento en el
campo de la RC como una estrategia nutricional. Demostrando que la RC es una estrategia eficaz para
extender la expectativa de vida en la rata Wistar aumentando la longevidad en hasta un 25 % respecto
al grupo control, del mismo modo, Colman et al., 2014 reportaron un aumento en la supervivencia de
hasta 25 % para el grupo con RC al 30% en mono Rhesus respecto a su control, mientras que Yamahada
et al., 2018 reportaron un aumento del 16 % para su grupo con RC. Nuestros datos apoyan lo reportado
por estos autores y revelan la importancia, asi como la eficacia de la RC en la esperanza de vida, dejando
expuesto que los animales con libre alimentacion viven menos respecto a los animales con RC.

En una revision realizada por Pifferi & Aujard, en el 2019 resaltaron los beneficios de la RC para la
salud y la esperanza de vida en varias especies, incluidos los primates no humanos. Sin embargo, los
efectos de la RC usualmente son evaluados a corto y mediano plazo. Cabe resaltar que nuestros animales
estuvieron expuestos hasta 12 meses a la RC que en edad-rata a edad- humano equivale a unos 50-55
afos, siendo este un dato muy importante porque revela los beneficios tanto en la salud reproductiva,
supervivencia, asi como en la salud en general a largo plazo a diferencia de la mayoria de estudios y que
mostré para el grupo control con alimentacion ad libitum una supervivencia del 50 %, apenas por encima
de lo reportado por Yamada et al., 2018; aunque coindice con lo reportado por Colman et al., 2014. Lo
que demuestra que el envejecimiento tiende a reducir de manera significativa a la poblacion cuando no
se tiene un control en la alimentacion.

Por otro lado, el envejecimiento genera un fenotipo degenerado, al tiempo de las alteraciones
metabdlicas y orgéanicas que lleva a la muerte. Colman et al., 2014 reportaron las condiciones fisicas
mejoradas para su grupo con RC respecto a la abundancia de pelaje y coloracion, en este trabajo se

demostrd los beneficios en la apariencia fisica de las ratas sometidas a RC desde el 15 % o hasta el 3
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5 %, mismos que no solo mostraron una apariencia mas juvenil con caracteristicas fisicas mejoradas
como: afectaciones en piel, alopecia y/o afectacion ocular al comparase con el grupo control, también
se redujo el peso corporal y se aumentd la supervivencia.

Los datos mostrados en este trabajo reportan que la RC inicialmente reduce el peso corporal de las ratas
sometidas a experimentacion al exponerlas a los primeros seis meses de tratamiento y que se mantienen
asi hasta concluirlo, dado que hay una disminucién de la ingesta caldrica por parte de los grupos con
RC. Sin embargo, cuando los animales tienen alimentacion ad libitum como en es el caso del grupo
control, el peso corporal tiende a subir, llegando a ser significativo al final del tratamiento. Esto
demuestra, que en la ingesta de alimento ad libitum proporciona una ingesta calérica mayor en este
grupo. El aumento del peso corporal es una tendencia normal para los individuos que envejecen y no
son sometidos a RC, nuestros datos fueron consistentes con los de Sengupta (2013) que reporta pesos
similares a los de nuestro grupo control y esclarece que estos deben oscilar entre los 650 a los 750g.
Demostrando que nuestro grupo control con un peso de 637 + 60g esta acorde a los de una rata
envejecida, sin embargo, cabe resaltar que en el estudio de este autor no se evalud la RC en el
envejecimiento y el peso corporal. Nuestros datos son los primeros en reportar para animales de 24
meses de edad con y sin RC y que demuestran un peso acorde a su edad para el grupo control segln
Segupta (2013), pero un peso disminuido para los grupos con RC que corresponden a seis meses de
edad, mismo que les permite mejor desempefio en la actividad motora y sexual.

La actividad metabolica en los diferentes grupos experimentales en este estudio fue evaluada a través
de las determinaciones de glucosa y hormonas como la insulina, el glucagon, la adiponectinay la leptina,
que en conjunto dan un panorama central de la actividad, gasto y resguardo energético para el correcto
funcionamiento del individuo (Azzu & Valencak, 2017). Lo anterior es importante, ya que se ha
reportado que, con el envejecimiento, los niveles de glucosa se mantienen altos (126 + 4 ng/dL) por
alteraciones en la concentracion de insulina y glucagén (1.2 £ 0.28 mg/dL y 188 + 2 pg/dL
respectivamente) (Solis. 2011 y L6pez, 2016)., ya que durante el envejecimiento hay un deterioro en las
células o y B pancreaticas (Chang & Halter, 2003), un aumento de la adiposidad visceral, disminucion
de la actividad fisica, entre otras (Lemar-Garber & Rosales-Calderdn., 2010; Gulcelik et al., 2013; Azzu
& Valencak., 2017).

En el presente trabajo, observamos que, en las ratas adultas de 12 meses de edad sometidas a RC por 6
y 12 meses, las concentraciones de glucosa e insulina no presentan cambios respecto a sus valores
basales, estos valores se observan en animales en etapa juvenil, los cuales se han reportado que alcanzan
valores de: 123 = 4 mg/dL y 1.0 = 0.1 ng/dL. En contraste, hay un aumento para estas variables en los
animales del grupo control, lo que denota que el consumo del alimento ad libitum conlleva al aumento

de la secrecion de la insulina para el metabolismo de la glucosa, este evento podria permitir a la RC
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mejorar la sensibilidad a la insulina por la disminucion de alimento en ambos grupos con RC. Sin
embargo, el aumento de la glucosa, producto de la alimentacion ad libitum, podria llevar a un problema
de resistencia a la insulina, a pesar de que este dato no fue evaluado en este proyecto, se sabe que la
resistencia a la insulina ocurre por la lipotoxicidad que influye en la disfuncién de las células del
pancreas Yazict & Sezer (2017) por lo que, el aumento de los niveles circulantes de lipidos y las
alteraciones metabdlicas se han correlacionado con la resistencia a la insulina en el musculo e higado,
lo que disminuye el metabolismo de la glucosa y puede ocasionar problemas mayores como Diabetes
tipo Il (Morley, 2015). A pesar de que no evaluamos resistencia a insulina o tolerancia a la glucosa,
podemos inferir que nuestros animales del grupo control podrian presentar problemas de este tipo ya
que presentaron aumento tanto en la insulina como de la glucosa, lo que significa que hay un déficit en
el metabolismo de la glucosa, que podria deberse a resistencia a insulina, quizas por fallas en los
receptores a glucosa, también, se ha demostrado que varios neuropéptidos de accién central modulan
los procesos cognitivos (Morley, 2015) mismos que podrian verse afectados en el envejecimiento.

El envejecimiento altera la funcion, proliferacion, tamafio y nimero de células adiposas lo que conduce
a alteraciones en la secrecion, sintesis y funcién de las adipocitocinas (Lutz & Quinn, 2012). Los adultos
mayores tienen niveles mas altos de adiponectina asociados con la longevidad, e incluso se propone a
la adiponectina como sensibilizador de la insulina para el metabolismo de la glucosa como hormona
antiinflamatoria y antiaterégena (Azzu & Valencak., 2017). Sin embargo, en las personas mayores de
65 afios 0 mas, la adiponectina se asocia con mayor mortalidad, pues la

desregulacion de la adiponectina en sujetos mayores puede deberse a una respuesta al aumento de los
procesos inflamatorios (Gulcelik et al., 2013). Por otro lado, la adipocitocina-leptina como producto de
los adipocitos ejerce efectos enddcrinos (Mantzoros et al., 2011). Trabajos sobre leptina, en el
envejecimiento mencionan su relacion con las enfermedades relacionadas con la edad, como el
sarcolema y la enfermedad de Alzheimer, entre otras. El envejecimiento, también se asocia con
resistencia a la leptina y/o disminucién de los receptores de esta hormona (Mantzoros et al., 2011;
Gulcelik et al., 2013; Azzu & Valencak, 2017). En este estudio observamos que la RC mantiene una
mayor supervivencia en comparacion al grupo control. Ademas, las concentraciones de adiponectina se
mantienen constantes hasta los 24 meses de edad, lo que sugiere el correcto metabolismo de la glucosa
tal como lo han sustentado Gulcelik et al. (2013). Cabe resaltar que las concentraciones de leptina se
vieron disminuidas para los animales con RC 15y RC 35 % a los 18 y 24 meses de edad, este evento
podria explicar la reduccion del peso corporal ya que el tejido adiposo es el responsable de la produccién
de la leptina sugiriendo que a mayor cantidad de tejido adiposo habrd mayor cantidad de leptina (4.6 +
0.5ng/ dLy 6 + 1 ng/ dL) tal como lo muestra Solis, 2011 y Lopez, 2016 y esto se vio reflejado en los

resultados. Sumado a lo anterior, la mejora de los parametros reproductivos pudo verse favorecidos por
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la disminucién del peso corporal que permite mayor interaccién sexual de las ratas adn envejecidas, la
reduccion de leptina seguramente permitié mejorar la sensibilidad a la insulina tal como lo reporta
Quiros et al. (2020), lo que permitio el metabolismo de la glucosa y mantuvo la saciedad de los grupos
con RC 15y RC 35 %. Asi mismo se ha reportado que la leptina aporta informacion nutricional pues
una disminucion de esta hormona conlleva a disfuncion reproductiva (Zhang & Chua, 2017) este efecto
se vio claramente expresado en nuestras ratas del grupo control que tuvieron un aumento de peso, asi
como de leptina, sin embargo, las conductas reproductivas se vieron bloqueadas. Mientras que la
disminucion de la leptina permitio el correcto desempefio de la CSM de las ratas sometidas a RC a través
de la pérdida de peso corporal que mejord las conductas motoras necesarias para la expresion de la CSM
en la rata envejecida.

Por otro lado, el envejecimiento disminuye la funcién celular y fisioldgica que altera la homeostasis y
afecta la funcionalidad del eje HHG, en varones se ha reportado que hay una disminucion en las
concentraciones séricas de T a partir de los 50 afios (Garasto et al., 2017; Martinez-Mota et al., 2008).
Nuestro trabajo resalta el declive de las concentraciones T para las ratas del grupo control cuando llegan
a los 18 meses de edad que a su vez equivalen a personas de la tercera edad, mientras que a los 12 meses
permanecen similares a etapas juveniles, este dato es similar a lo reportado por (Shortliffe et al., 2014).
Sin embargo, los animales con RC mantienen en todo el experimento las concentraciones de T similares
a los valores basales. El declive en las concentraciones séricas de T, no solo se ha reportado en humanos,
sino también, en roedores y en mono Rhesus (Alvarez et al., 2009; Molina et al., 2010; Colman et al.,
2014). Sin embargo, la reduccién de T en el grupo control podria ser causado por la disfuncién celular
propia del envejecimiento tal como lo menciona Garasto et al. (2017); mientras que los animales con
RC 15y 35 % a los 6 y 12 meses de tratamiento, misma edad que el grupo control (18 y 24 meses)
mantuvieron la concentracion de T, que podria deberse a los efectos benéficos de la RC, a través de la
mejora en el funcionamiento celular, que activa las vias fisiol6gicas para la secrecion de la GNRH asi
como la FSH para el funcionamiento de eje HHG. Nuestros datos son apoyados por los reportados por
Govic et al. (2008) en donde reporta que la RC mantiene constante la T, asi mismo con los experimentos
realizados por Sitzman et al., (2014) en Macaca mulatta, donde los sujetos fueron sometidos a RC al 30
% y reportaron mejora en la funcionalidad del eje HHG manteniendo estables las concentraciones de T.
Por otro lado, la actividad de la aromatasa es necesaria para la aromatizacion de la T a E2, misma que
aumenta su concentracion en el envejecimiento (Brooks et al., 2020); pues modifica el anillo A de la
molécula de T para convertirlo en un anillo con dobles enlaces alternados, que va a tener afinidad por
estructuras cerebrales tales como la amigdala, el area predptica y el nlcleo de la cama de la estria
terminal (Corona et al., 2016; Kahn & Brannigan 2017; Khodamoradi et al., 2020; Brooks et al., 2020),

estructuras necesarias para la expresion de la CSM. En este estudio, observamos que la concentracion
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de E; para los animales del grupo control de 18 y 24 meses de edad se vio aumentada, probablemente
por la actividad de la aromatasa ya que esta hormona es mayor en individuos con mas peso, ya que tiene
resguardo en el tejido adiposo. Mientras que los grupos RC no mostraron este aumento de Eo,
posiblemente por que la RC es capaz de mantener la homeostasis del eje HHG a través de un aporte
energeético no excesivo que disminuye el estrés oxidante y con este, el dafio a nivel celular permitiendo
su correcta funcion (Eriau et al., 2021).

Actualmente la investigacion de las acciones centrales de la PRL esta muy centrada en las mujeres, sin
embargo, esta hormona también tiene funciones en la fisiologia y el comportamiento masculino, y se ha
reportado que puede alterar la CSM al aumentar su concentracion durante el envejecimiento (Corona et
al., 2016; Eriau et al., 2021). Nosotros pudimos observar que la concentracion de PRL en ratas
envejecidas mostraba cambios solo en el grupo control y hasta los 24 meses de edad seguramente
provocado por el envejecimiento, lo que concuerda con lo reportado por Corona et al. (2016) aunque
este hecho resulta controversial, pues los datos reportados por Smith et al. (1992) en donde llevan a sus
grupos experimentales al envejecimiento, pero no reportan cambios para la PRL.

Se ha reportado que con el envejecimiento se desarrolla hipogonadismo, las células de Leydig reducen
gradualmente su capacidad para producir T (Nieschlag, 2020). Las concentraciones de T en varones
comienzan a disminuir a partir de la edad media en un 2% por afio (Feldman et al., 2002; Jubiz et al.,
2007). Las concentraciones bajas de T también se asocian con obesidad, depresion, fatiga, masa
muscular reducida, disfuncion de 6rganos sexuales y pérdida de la funcién cognitiva (Devoto &
Aravena, 2004; Kelly & Jones, 2015). EI aumento de la apoptosis asociado a la edad es responsable del
deterioro de las funciones testiculares (Yang et al., 2015; Jeremy, Gurusubramanian & Roy., 2019). En
este estudio observamos un aumento en la apoptosis testicular a partir de los 18 meses de edad lo que
sugiere que la disminucion en las concentraciones de T tiene un efecto contundente en la funcion
testicular; nuestros datos son apoyados por los reportados por Yao et al. (2019) en donde encontraron
un aumento de la apoptosis testicular a partir de los 12 y hasta los 24 meses de edad en ratas Sprague
Dawley. En nuestro estudio, nuestras ratas con RC al 15y 35 % no mostraron cambios en la apoptosis
testicular, incluso hasta los 24 meses de edad, demostrando que la RC es una buena estrategia para
mantener la integridad testicular.

Por otro lado, Uriondo et al. (2011) correlacionaron la expresién de anexina V con apoptosis en
espermatozoides para personas mayores de 40 afios, ellos reportaron un aumento de estos marcadores
al analizarse con la edad de los pacientes, similar a lo reportado por Muller et al. (1998), Sastre et al
(2000) y Luo et al. (2006). Mientras que, Colin-Valenzuela et al. (2010) analizaron la apoptosis
espermatica a partir de la externalizacion de fosfatidil serina, cuantificado a través de anexina V,

reportando un aumento para personas mayores de 40 afos.
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Diversos trabajos han demostrado la existencia de una correlacién directa entre las concentraciones de
Ty la CSM, cuando hay un déficit de T la CSM se ve afectada, incluso cuando los animales son adultos
jévenes (Chen et al., 2005; Govic et al., 2008; Yeap, 2009; Rana et al., 2021). Sin embargo, es necesaria
la actividad sinérgica de la T y del E para el correcto despliegue de la CSM, pues un aumento de E;
resulta en una posible feminizacion del cerebro y aumenta las latencias en las pruebas de CSM (Oliveira
et al., 2019). En nuestro estudio observamos que los animales del grupo control presentaron un aumento
de E», asi como un aumento en las latencias durante las pruebas de CSM. Estos resultados demuestran
la inactivacion parcial de la CSM a través del envejecimiento para las ratas del grupo control. Sin
embargo, la RC puede prevenir este proceso ya que disminuye las concentraciones de E,. Por otra parte,
se ha demostrado que un aumento en las concentraciones de PRL trae consigo un déficit en la expresion
de la CSM (Corona et al., 2016; Salais-Lopez et al., 2018). En nuestro trabajo, no observamos cambios
significativos en la PRL entre los grupos RC, aungue si hubo un aumento para los animales del grupo
control. En nuestro estudio, el aumento en las concentraciones de E,, la disminucion de T y el aumento
de PRL son las causales en la reduccion en la expresion de la CSM. Sin embargo, la RC mantiene activa
la CSM aln en ratas con 24 meses de edad, a través del mantenimiento de las concentraciones de T y
E, importantes para en funcionamiento del eje HHG. Nuestros datos son apoyados por los estudios
realizados por Sitzman et al. (2014) que después de someter a RC al 30% mantiene optimas las
concentraciones de T.

Estudios en ratas han demostrado que la LM, LI, LE e IPE se ven aumentadas a partir de los 11 meses
de edad, siendo aiin mas marcado a los 24 meses, en donde también disminuyen las eyaculaciones
(Smith et al., 1992; Lucio et al., 2013). En nuestra investigacion, observamos que las ratas del grupo
control, a los 18 meses de edad, presentaron un aumento en la LE. Ademas, los mismos sujetos, a los
24 meses de edad, no presentaron eyaculaciones. Sin embargo, los animales sometidos a RC hasta los
24 meses de edad presentaron hasta dos eyaculaciones. Estas observaciones nos permiten decir que la
RC al 15 y 35% mejora la CSM durante el envejecimiento, ya que la rata Wistar es capaz de desplegar
la CSM hasta la eyaculacion. Probablemente porque la RC permite una mejor comunicacion neural entre
las estructuras que regulan la expresion de la CSM y una funcionalidad del eje HHG, pues las
concentraciones de T son mayores, o que lleva a un buen desempefio sexual, pues se sabe que con el
envejecimiento hay pérdida de la actividad neural, especificamente en la accién de receptores
hipotaldmicos (receptores a andrégenos y estrogenos) que son los encargados de codificar las sefiales
en el area predptica (Wu & Gore, 2009). Estos datos sugieren que la RC permiten tener homeostasis en
las hormonas sexuales y un correcto funcionamiento de las areas cerebrales, necesarias para desplegar
la CSM aun en el envejecimiento. Estas observaciones son apoyadas por el experimento de Govic et al.

(2008), en donde observaron que la RC al 25% en ratas jovenes mejoran la CSM al reducir la L1y LE
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y que de igual forma mantienen constantes las concentraciones de T.

La concentracion sérica de T no solo es necesaria en estructuras neurales para la expresion de la CSM,
también es indispensable para el funcionamiento del sistema reproductor, por lo que la T para los
animales sometidos a RC al 15 y 35 % mantiene estable el proceso de espermatogénesis en el testiculo,
lo que se ve reflejado en la cuenta espermatica, aumentada para los grupos con RC respecto a su control.
Nuestros resultados toman fuerza ya que diversos autores reportan un declive en el conteo de
espermatozoides para ratas de edades similares a nuestros controles de 18 y 24 meses de edad (Syntin,
2001; Lucio et al., 2009; Lucio et al., 2013; Niu et al., 2014; Hussein et al., 2020). Sin embargo, estos
trabajos solo evaltan envejecimiento y nuestro estudio combina envejecimiento con restriccion calérica
a largo plazo permitiendo mejorar el eje HHG y con ello la calidad espermatica. La disminucion de T
afecta la movilidad espermatica, esto se ha reportado para la rata Brow Norman, rata Wistar y humano
(Syntin, 2001; Lucio 2009; Nui et al., 2014). En nuestro estudio pudimos observar que la movilidad de
los espermatozoides se redujo para el grupo control a partir de los 18 meses de edad, no asi para los
animales con RC. Lo que sugiere un mejor funcionamiento celular, que puede derivar de la
concentracion de T. Nuestros datos toman mayor relevancia pues son los primeros en mostrar estos
efectos en la rata Wistar envejecida, ya que  existen estudios similares, pero son realizados en Macaca
mulatta con RC al 30 % (Sitzman et al., 2010; 2014). Por otro lado, pudimos observar que el
envejecimiento conlleva a un declive en la vitalidad espermaética incluso con RC a los 24 meses de edad,
a pesar de que hay mejora en distintos puntos del eje HHG.

A la fecha la investigacion sobre la fragmentacion del ADN de los espermatozoides y sus consecuencias
en la reproduccion de los individuos se encuentra en la etapa de exploracién y el mecanismo especifico
involucrado no esta claro (Qiu et al., 2020). Sin embargo, se sabe que la obesidad y el envejecimiento
potencian este evento a través del aumento en las EROS (Vendramini et al., 2014; Esteves et al., 2017).
En el presente estudio no observamos fragmentacion del ADN espermatico, en ninguno de los

tratamientos quizas como consecuencia de la mejora en el eje HHG.
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11.0 Conclusiones

Nuestros datos muestran que:

« LaRC favorece el envejecimiento saludable, logra mantener los parametros de la CSM, la
calidad espermatica, correlacionado con un aumento en la concentracion de T, misma que
promueve las conductas reproductivas.

» LaRC al 15% tiene mejor respuesta al envejecimiento respecto a la RC al 35 %.

» LaRC favorece el metabolismo de la glucosa, el estado hormonal y con ello la homeostasis
energética.

» Es una estrategia eficaz que puede ayudar a la preservacion de especies con importancia

econdmica y en peligro de extincion.

Pagina 58



12.0 Perspectivas

En la actualidad la RC es la estrategia mas eficaz para prolongar la vida Gtil de los organismos,
mejorar las condiciones metabdlicas y reproductivas tanto en organismos adultos jovenes como en
edad avanzad, por lo que, la RC tiene muchas posibles aplicaciones o prespectivas a futuro dentro de
ellas:
» Analizar moléculas como la mTOR, la IGF1 para indagar en las posibles vias que actdan en
el envejecimiento.
« Analizar también la actividad de las moléculas antioxidantes y poder tener un panorama del
nivel de oxidacion en el cuerpo de los individuos.
« Mientras que a nivel celular; se podrian realizar cultivos para verificar la senescencia celular
que puede incluir desde células del musculo, hasta celular reproductivas.
« Mientras que, en modelos bioldgicos, hace falta indagar en los efectos de la RC en hembras
de todas las edades y su descendencia.
e Como un tratamiento para el humano (investigacion traslacional) podria traer muchos
beneficios a la poblacion para disminuir problemas como: Obesidad, diabetes, hipertension
entre otras, con alta aplicacion a pacientes para la prevencion de enfermedades cronico-

degenerativas y disminuir riesgo de muerte prematura.
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Abstract: Caloric restriction (CR) has been shown to be an effective nutritional intervention for
increasing longevity in some animal species. The objective of this study was to evaluate CR’s effects
on metabolic and reproductive parameters in 12-month-old male Wistar rats. The rats were distributed
in three groups: control, CR at 15%, and CR at 35% for 6 (up to 18 months of age) and 12 months (up to
24 months of age). At the end of CR treatment, we evaluated reproductive (male sexual behavior
(MSB), sperm quality) and biochemical parameters (plasma glucose, glucose-regulating hormone,
and sex steroid levels), and quantified annexin V in the seminiferous epithelium. Results showed
that MSB and sperm quality were improved after 6 months of CR associated with increases in plasma
testosterone and decrease annexin V in the seminiferous epithelium of the testicles compared to their
control group. The metabolic profile of the CR rats also improved compared to controls. However,
these effects of CR on reproductive parameters were not maintained after 12 months of CR. Findings
suggest that beginning CR at the age of maturity reestablishes the behavioral sexual response and
reproductive function in older animals after 6 months of CR and improves endocrine functioning
during aging.

Keywords: calorie restriction; male sexual behavior; seminiferous tubules; testis; testosterone

Introduction

Several diseases, such as cancer and cardiovascular, metabolic, and neurodegenerative
illnesses, have a common risk factor: aging. This process is characterized for molecular and
cellular dysfunction on several levels, for example, telomere attrition, cellular senescence,
loss of protein homeostasis, accumulation of damaged mitochondria, epigenetic modifica-

tions, increase of pro-inflammatory markers, and decrease in hormone activity [1,2]. All
these cellular changes during aging lead to progressive decline of physiological functions
in species, including the reproductive system. On the other hand, efforts to reduce the
negative impact of aging have incorporated nutritional modifications, such as healthy diet,
diet enriched in polyphenols and polyunsaturated fatty acids, or caloric restriction (CR) [3].

CR refers to reducing the ingestion of calories without detriment to nutrition. It in-
volves decreasing all the nutrients that an individual consumes (proteins, lipids, minerals,
carbohydrates), so it affects only energy ingestion and does not compromise the organism’s
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functioning [4,5]. CR is one of the most widely studied and effective gero-protective inter-
ventions in diverse animal models, including Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
and mice [6,7]. CR activates several molecular signaling pathways, such as SIRT1 (member of
the sirtuin family), mTOR (mammalian Target of Rapamycin), IGF1 (Insulin-like growth factor
I), PGC-1x (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), FOX03
(forkhead Box 03), and AKT (protein kinase B), which are capable of modulating aging
and prolonging life in these species [8,9].

Growing evidence suggests that CR has advantages for the lengthening of life and
health of primates and humans [10-12]. Indeed, studies have demonstrated that CR can
enhance physical condition, reduce body mass index, and improve skin condition and
hepatic and renal functions while reducing the risk of cardiovascular disease. It may also
participate in maintaining endocrine function and reestablishing sexual behavior [3,5,6,10].
In rodents, some observed effects of CR have been in the immune system by improving
the lymphocyte viability and proliferation and increasing the release of anti-inflammatory
(IL-10) cytokines and in the cardiometabolic system, where the glucose and lipids profile
were ameliorated, and oxidative stress was reduced [13,14]. Interestingly, a recent study
that used transcriptomic analysis on rat liver with short-term or mild-to-moderate CR
showed mainly seven genes (Nampt, Glul, Sultlal, Fmol, Cmtm6, Hsp90aal, and Actg1) that
could be relevant for the beneficial effects of CR and might be used as sensitive biomarkers
to evaluate the impact of nutritional intervention [15].

Ample evidence indicates that CR is an efficacious nutritional intervention to reduce
weight through the modification of adipokines, myokines, and cardiokines in the skeletal
muscle and adipose tissues. For example, CR increases leptin and adiponectin secretion
and mitochondrial function and improves sensitivity to insulin. Recently studied, the
apelin hormone is an adipomyokine that has a protective role in fat, heart, and skeletal
muscle tissues, and some studies have tested its relationship with the beneficial effects of
CR, observing that apelin secretion is diminished in obese subjects and helps to reduce
insulin resistance. In the case of sex steroid hormones, CR has modified the testosterone
(T)/estradiol (Ez) ratio as well as anti-inflammatory properties in their target tissues.
Furthermore, CR helps to improve reproductive health in mammals [16,17]. Adequate
levels of hormones, such as T, E2, and prolactin (PRL), are necessary for the expression of
male sexual behavior (MSB) in mammals, which occurs in response to the presence of a
potential sex partner [18]. Performance of MSB requires a series of external and internal
factors, such as the circadian or seasonal cycle, temperature, and adequate functioning of
the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis [18,19], as well as a neural substrate that
is capable of receiving and processing external stimuli to initiate the sexual interaction
that generates motor responses: mounting, intromission, and ejaculation [20-22]. Any
alteration of these hormone levels can inhibit MSB [23-25]. Ample evidence demonstrates
that MSB decreases with age in male rats [26,27] by altering the parameters of latency
to ejaculation and intromission indices in rats aged 24 months [28], and by producing a
deficit in testicular functional [29]. In consequence, reports have verified reductions in
the number of spermatozoids and germinal cells. This loss could be related to a decrease
in the capacity of the Sertoli cells to sustain the survival and differentiation of those cells
or possibly a reduction in the availability of T produced by Leydig cells [30]. Studies
in aged rats showed a reduction in the sperm quality and MSB [28]; in the human case,
aging produces alterations in sexual desire, erectile function, and sexual activity [29]. This
evidence suggests that aging may be a determining factor in the progressive reduction of
the male reproductive function.

At present, the beneficial effects of CR on the sexual behavior of rodents have not
been clarified because effects both positive and negative have been observed depending
on the percentage of reduction of nutrients, the time of exposure to CR, and the age at the
onset of CR [31]. For example, male rats in reproductive age subjected to CR at 50% for
4-5 weeks had significant reductions in body weight, deficient MSB performance, and
reduced sexual preference for females, all associated with lower T concentrations. In
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contrast, rats subjected to CR at 25% did not present any of those alterations [32]. Results
of this nature indicate the need to inquire more deeply into the effects of chronic, moderate
CR on the execution of MSB in diverse stages of the aging process, so the objective of this
study was to determine the long-term effect of chronic moderate CR on the reproductive
parameters of older Wistar rats.

1. Materials and Methods
1.1. Animals

A total of 27 male rats of the Wistar strain aged 12 months old were utilized. They were
housed individually at the animal care center of the Universidad Auténoma Metropolitana-
Iztapalapa and maintained under a 12 h light-dark cycle with lights off at 08:00 a.m., a
temperature of 24 ¥ °C, and ad libitum access to water and food. The animals had access
to regular chow during fifteen days before starting CR (Bio-Dieta-Lab DDL-7100 ABENE,
Mexico). The net energy obtained for regular chow intake was 117-164 Kcal/d (29.47
3.86 fotrd grams). In the CR groups, the net energy was 95-104 Kcal/d (23.33
+ 0.81 food grams) for 15% of CR and 77-87 Kcal/d (19.330.81) for 35% of CR (Bro-
matological analysis was performed by Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de Universidad Nacional Auténoma de México). All handling and experimental proce-
dures complied with international regulations (NIH, 2011) and Mexico’s Official Standard
(NOM-062-7Z00-1999, reviewed in 2001) for the use and care of laboratory animals.

1.2. Experimental Design

Figure 1 shows the temporal sequence of the experiments conducted. Fifteen days before
beginning, the animals were housed individually to allow daily ad libitum quantifi- cation of
food intake. The animals were then subjected to two CR groups: 15% and 35% CR according
to their daily food intake. The animals with CR were fed once a day at 09:00 a.m., and food was
available until depletion. The experimental procedure began when the animals reached 12
months old (basal, time 0) with three groups: control (food ad libitum), CR at 15%, and CR at
35% during 6 or 12 months of CR. The study of survival was carried out with all 27 animals;
however, due to the death of some animals during the study from age complications, the
final number of animals per group was maintained to six animals at the end of the study by
adding new rats with similar experimental conditions. The rats that survived to the end of
the protocol were subjected to the following reproductive and biochemical tests: MSB, sperm
quality, and levels of sex hormones and hormones with metabolic activity. The animals were
fasted and sacrificed at the end of the experiment, and blood and tissue samples were
obtained and stored for further analysis.

1.3. Body Weight during Caloric Restriction and Survival

The body weight of all rats in the three study groups was recorded daily throughout
the nutritional intervention. To determine survival rates, we recorded the number of rats that
died each three months [33].

1.4. Assessment of Sexual Behavior and Sperm Quality

For testing, a male was placed in a plexiglass arena (45 cm in diameter) 5 min before
areceptive female rat was introduced as a stimulus. Females of the same strain wererendered
sexually receptive by subcutaneous injections of 5 pg/50 pL of estradiol benzoate and 1
mg/100 L of progesterone (both from Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO, USA), administered
48 and 4 h before testing, respectively. Test duration was 30 min after presenting the female.
The sexual behavior tests were performed at 7-day intervals under red lights 3 h after onset
of the dark phase. The following parameters were recorded:latencies to first mount, first
intromission, first ejaculation, and the number of mounts (with pelvic thrusting) and
intromissions (mounts with pelvic thrusting and penile insertion)during the first copulatory
series. In addition, ejaculation frequency (number of ejaculations during 30 min of recording)
and post-ejaculatory intervals (time between ejaculation and
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Daily quantification
ad libitum of food
intake per animal
for 15 days (n=27)

subsequent intromission) were registered. The hit rate was the ratio between the number
of intromissions and the number of mounts + intromissions (for a detailed description
of the MSB parameters in 14). To evaluate the sperm parameters, spermatozoids were
obtained from the cauda of the epididymis by perfusion with 1 mL of PBS, and then, 10-
pL aliquots were taken to determine motility and vitality values. For the parameter of
sperm concentration, dilutions corresponding to WHO guidelines were performed and
adequately modified for rats [34]. DNA fragmentation analysis was performed following
the previously reported methodology [35], adjusting the incubation time in the alkaline
lysis buffer to 90 min.

4 N

* Reproductive and biochemical
tests:
Male Sexual Behavior

Final study groups: Sperm quality
Control (ad libitum, #n=6) Hormones with metabolic and
CR 15% (n=6) sexual activity
CR 35% (n=6) Quantification of annexin V in
Months of CR the seminiferous epithelium
6 12

18 24

Months of age

Figure 1. Timeline of the experimental design. Food intake ad libitum per animal was recorded for
15 days before CR (discontinuous line). The experiment began when the rats reached 12 months old
(basal 0) with three groups: control (food ad libitum), CR at 15%, and CR at 35% (n = 6 for each group,
final study). Reproductive and biochemical tests were performed (*) at baseline and 6 and 12 months of
CR.

1.5. Determination of Plasma Glucose and Hormone Levels

All the rats were anesthetized with ketamine (50 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg),
administered intraperitoneally in order to obtain blood samples by cardiac puncture. Each
sample was placed in a tube with serum-separator gel (REF 36815, BD Vacutainer SST,
México). Serum was recovered by centrifugation (3000 rpm, 15 min). Glucose levels were
measured by the glucose oxidase method in a Merck Vitalab Eclipse autoanalyzer (Merck,
Dieren, The Netherlands). The commercial ELISA kit (DRG International Inc., NJ, USA) was
utilized to determine the sex hormones: testosterone (EIA-1559), estradiol (EIA-2693), and
prolactin (EIA-1291). For the other hormones, namely insulin (80-INSRT-E01), glucagon (48-
GLUHU-EO01), leptin (22-LEPMS-E01), and adiponectin (22-ADPRT-E01), a different
commercial ELISA kit was used (Alpco, Bensheim, Germany). Each serum sample was assayed
in duplicate and read at 450 nm in a Multiskan™ GO Thermo Scientific multiplate
spectrophotometer (Waltham, MA, USA).

1.6. Testicular Apoptosis Analysis

The rats were infused by intra-cardiac procedure with 4% paraformaldehyde, and
the testes processed for embedding in paraffin. Tissue sections were obtained with a
Leica RM2155 microtome at a thickness of 5 pm. Detection of annexin V was performed
using an Alexa fluor™ 488 Annexin V/Dead cell Apoptosis kit (Thermo Fisher Scientific,
Eugene, Oregon, USA). Histological analyses were carried out using an epifluorescence
microscope equipped with an Axio Observer 2 Apotome V2-coupled structured lighting
system (Carl Zeiss, Germany). A total of 20 transverse sections of the seminiferous tubules
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were analyzed per animal by the annexin V technique described previously [36]. The area
of the seminiferous epithelium was determined by subtracting the internal area from the
external area using a ZEN black image-analyzing system (Karl Zeiss, Germany).

1.7. Statistical Analyses

Results are presented as meartSE. The survival analysis was performed with the
Kaplan-Meier test. Data on body weight, MSB, sperm quality parameters, T, E2, prolactin,
and serum metabolic markers were analyzed using two-way analysis of variance tests
(ANOVA) followed by Tukey’s with the GraphPad Prism 8.0 statistical program (La Jolla,
CA, USA). The criterion for statistical significance was p < 0.05.

2. Results
2.1. Body Weight during Caloric Restriction and Survival

After 6 and 12 months of CR 15% and CR 35%, the rats quickly lost weight, and a
significantly reduction was shown compared to control groups (p < 0.01), and there was also
a significant increase in the control group compared to the basal value (p < 0.05, Table 1).

Table 1. Effect of CR on body weight in aged male Wistar rats.

6 Months after CR 12 Months after CR
Basal Control CR 15% CR 35% Control CR 15% CR 35%
Body Weight 541.6 + 6.7 6402 £ 10.6 %  447.0 £19.6 * 4377 £ 72 * 6303 £ 153 % 4432 £153* 4467 £17.0*

The values obtained show mean 4+SE body weight in rats with CR at 15% and 35% for 6 and 12 months of CR.
* Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs. the control group, p < 0.01; ¥ Indicates
significant differences between the control groups after 6 and 12 months of CR vs. the basal value, p < 0.05.

The evaluation of survival showed 100% of the rats in the CR 15% and 35% groups
remained alive after 6 months. At 9 months, 50% of the rats in the control group had
survived compared to 100% and 80%, respectively, for the CR 15% and 35% groups. After 12
months of CR, survival in the control group remained at 50% and 75% of survival in both
CR 15% and 35% groups (Figure 2).

100

-~ Control
-0~ CR15%
CR 35 %

Survival (%)
(9]
o

T T T

0 3 6 9 12
Months after caloric restriction
Figure 2. Effect of CR on survival in aged male Wistar rats. The values obtained show percentage of

survival of the rats with CR at 15% or 35% for 6 and 12 months of CR.

2.2. Assessment of Sexual Behavior and Sperm Quality

At baseline, all rats displayed MSB. Six months after CR, 100% still performed MSB
compared to the CR groups after 12 months, when only 33% showed this behavior (two of
six). Interestingly, at 24 months old, none of the rats in the control group performed MSB.
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With respect to the parameters of MSB, findings show that the mount latency, number of
mounts, and intromission latency decreased significantly at 6 months of CR in the 15%
and 35% groups compared to the control group (p < 0.01, Table 2). The number of
ejaculations and the hit rate are parameters that showed an adequate execution of the
MSB; these parameters showed a significant increase compared to control group (p < 0.01,
Table 2). In the control group, we observed a significant increase in the parameters of MSB
recorded when compared to the basal values (p < 0.01, Table 2).

Table 2. Effect of CR on MSB in aged male Wistar rats.

After 6 Months of CR

Basal Control CR 15% CR 35%
Mount(l:;tency 565+ 737 20004770 % 83045533 % 4083 + 7.50 *
Number of mounts 3.4 £ 0.77 55+ 1.25 416 £ 1.35* 3.16 £ 047 *
Intromission latency (s) 73.6 £ 52.5 142.5 £ 62.08 * 78.0 £ 56.5 * 67.5 + 28.03 *
Number Of # # #

. ey 8.5 + 0.43 14.5 £ 1.89 17.8 + 2.44 14.0 £ 1.61

Intromissions

E’aculat‘(‘;;l latency 521.0 + 1450 6240 £2350 7380 165" 6380 £ 98.0
Post-eiaculg)ory interval 3254 1934 4148 £1554 6708 £203.6 4420 + 48.13

Number of ejaculations 23 %02 1.0+ 00" 20%1.0 30£1.0%
0.82 % 0.25 *

Hit rate 077 £0.26 067 £0.007 7 0.79 £0.033 ~

The values obtained show mean =SE (# = 6 per group) for the copulatory parameter of rats with CR at 15% or
35% for 6 months. * Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs. the control group,
p <0.01; # Indicates significant differences between the control, 15% and 35% CR groups vs. the basal value, p
<0.01.

2.3. Sperm Quality

For the parameter of sperm motility, age significantly reduced this parameter in all
groups (p < 0.01), reaching the lowest values up to 12 months of CR. In the CR 15% and 35%
groups after 6 and 12 months of CR, a significant increase was observed when compared to
the control group (p < 0.01, Table 3). This same fact was observed when compared with the
basal value (p < 0.05, Table 3).

Table 3. Effect of CR on sperm quality in aged male Wistar rats.

After 6 Months of CR After 12 Months of CR
Basal Control CR 15% CR 35% Control CR 15% CR 35%
Mf(’g/iol)ity 64.0 £ 0.9 438£09  50020*  566+08*  253+20%  402+04* 430 +25*
Vi%,’/g)ity 890 £21 80309  BL116 860 £ 16  441+47%  508%69%  550%84%
S‘E%‘g}gﬁ‘)‘“t 2450 £ 169 2200 £ 166 2570 £83 2450 £ 127 1482 +62% 2180 £152* 1780 +£9.0*
Fragm(ﬁ/‘;)tation 96.4 + 03 97.0 % 0.4 97.0 + 03 97.0 % 0.2 96.0 + 0.3 96.0 % 0.2 96.0 % 0.3

The values obtained show mean =SE (n = 6 per group) for the parameters of sperm quality for rats with CR at 15%
and 35% for 6 and 12 months. * Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs. the control
group, p < 0.01; * Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs. the basal value, p < 0.05.

Regarding vitality and sperm count, after 12 months of CR, a significant decrease was
observed in all groups when compared to the basal values (p < 0.01. Table 3), and no
differences were observed between CR groups 15% and 35% when compared to the control
group for vitality but not for sperm count (p < 0.05, Table 3). It is important to remark that
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the fragmentation was not affected due to age or by CR regarding basal values (p < 0.05,
Table 3).

2.4. Metabolic Parameters

CR modified the concentrations of the hormones that participate in the metabolism
after 6 and 12 months of CR at 15% and 35% and thus yielded a significant reduction of
plasma in glucose, leptin, insulin, glucagon, and estradiol levels compared to the control
groups (p < 0.01, Table 4). Measurements of plasma T levels showed a significant increase
in both CR 15% and 35 groups (p < 0.01, Table 4). Note that the 6- and 12-month control
groups had significant increases of plasma insulin and estradiol levels and decreased
plasma testosterone levels compared with the basal values (p < 0.01, Table 4).

Table 4. Effect of CR on metabolic parameters in aged male Wistar rats.

After 6 Months of CR After 12 Months of CR
Basal Control CR 15% CR 35% Control CR 15% CR 35%
Glucose 8.87 + 0.52 11.88 + 0.42 617 + 1.23 * 572 + 112 * 11.90 + 0.92 6.07 £ 1.22 * 522 % 0.99 *
(mmol/L)
(;;’;‘i) 2680.0 £ 398.0 30040 £ 341.0  773.0 £ 1140*  481.0 + 87.0 * 14270 £ 119 466.0 £559.0*  336.0 £ 67.0 *
A‘E‘Iilpg‘}‘;ff?“ 12.18 + 0.23 12.60 % 0.80 13.80 % 0.69 12.30 % 0.20 10.80 % 0.18 12.27 + 0.75 11.60 % 1.08
(I'l“gs/‘ﬁi’ﬁ) 0.719 £ 0.11 152 £ 0.16 0532 £079* 0559 +0.075* 4371 +£056% 0513 £0.12*  0.650 + 0.58 *
Ulucagon 199.0 % 22.0 237.0 % 55.0 56.0 £ 8.9 * 63.0+71% 161.0 £ 16.0 740 £ 11.0 36.0 + 63 *
(pg/mL)
Testosterone 1.95 % 0.04 0.57 £ 0.03 * 1.75 £ 0.14 * 2.10 £ 0.15 * 0.17 £ 0.02 * 1.47 £ 0.07 * 1.17 £ 0.08 *
(ng/mL)
Estradiol # # % %
1.68 £ 0.03 1.99 % 0.05 1.80 £ 0.03 1.78 £ 0.04 * 1.96 + 0.06 1.76 + 0.03 01.74 £ 0.04
(pg/mL)
Prolactin #
65.0 % 1.56 80.0 % 5.07 69.0 £ 4.60 71.0 £ 6.01 92.0 £ 13.16 65.0 % 3.75 66.0 % 3.63
(pg/mL)

The values obtained show mean $E (1 = 6 per group) for the metabolic and sexual hormones of animals withCR
at 15% and 35% for 6 and 12 months. * Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs.
the control group, p < 0.01; # Indicates significant differences between the 15% and 35% CR groups vs. the basal
value, p < 0.01.

Regarding plasma prolactin levels, a significant increase was only observed in thecontrol
group after 12 months of experimentation (p < 0.01, Table 4).

2.5. Testicular Apoptosis Measured by Annexin V Assay in Seminiferous Tubules

The area of the seminiferous tubules was affected in the control group, but observations
showed that after 6 and 12 months of CR, the CR 15% and CR 35% groups conserved this
area with respect to the basal value. Interestingly, the area of the seminiferous tubules
decreased 1.2-fold at 6 months and 2.3-fold at 12 months in the control group compared to
the CR groups (p < 0.01, Figure 3A). In the case of annexin V, no changes were seen in the
CR 15% or 35% groups after 6 or 12 months of CR with respect to the basal value, but in
the control group, the fluorescence intensity of annexin V increased significantly at 6 and
12 months (p < 0.01, Figure 3B).
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Figure 3. Effect of CR on the total area and apoptosis of testicular tubules in aged male Wistar

rats. The values obtained show mean =% SE of the total area of the seminiferous epithelium tubules
(A) and the fluorescence intensity of the protein annexin V as a pre-apoptotic marker in seminiferous
epithelium tubules (B) in rats with CR at 15% and 35% for 6 and 12 months of CR. * Indicates significant
differences between the CR 15% and 35% vs. the control group, p < 0.01.

3. Discussion

Our results reveal the benefits of chronic and moderate CR during the aging process
in rodents by (i) increasing life expectancy and (ii) maintaining the body weight of the
restricted aged rats. Overall, the metabolic profile of the CR rats provides a broad panorama
of the energy activity, expenditure, and storage for the correct functioning of individu-als
[37]. Our findings showed that glucose, insulin, and leptin levels decreased in agedrats
subjected to CR for 6 or 12 months. In contrast, these variables were increased in the control
rats. These findings confirm and extend previously published, similar experimental
paradigms in rodents showing that long-term CR maintains glucose tolerance, improving
the secretion of insulin and leptin to prolong well-being during aging. This finding is
important because it has been reported that as animals age, glucose levels remain high due
to alterations in insulin and glucagon concentrations since the aging process is marked by
a deterioration in & and  pancreatic cells [38], increased visceral adiposity, and reduced
physical activity, among other phenomena [37,39]. With respect to adiponectin, plasma levels
remained constant up to 12 months of CR, suggesting correct glucose metabolism, similar to
previously reported [39].

After 12 months of CR, we observed that T concentrations in the rats were similar to
those of young adult animals aged 3 months as has been previously published [40]. This effect
could be due to the beneficial effects of CR through improved cellular functioning that
activates physiological pathways for hormonal secretion from the HPG axis. Our data are
supported by previous report [32], where Wistar rats under CR maintained their T levels. This
also occurred in experiments with Macaca mulata subjected to CR at 30%, where improved
functionality of the HPG axis and stable T levels were found compared to a control group
[41]. This indicates that aromatase activity is necessary for the aromatization of T to Ez, which
increases its concentration during the aging process [42]. In contrast, Ez levels in the control
group were increased, likely due to high aromatase activity in animals with greater body
weight [42]. In other hand, prolactin has been reported to participatein controlling
masculine behavior [20], and also, an increase in its levels can inhibit MSB during aging
[23,43]. Our results demonstrate that during aging, the control rats presenteda significant
increase in prolactin levels as has been previously reported [26].

Based in our understanding in the field, the main contribution of these findings consists
in demonstrating that chronic and moderate CR during aging prolongs the reproductive
function in aged rats. This fact is support by several studies that have demonstrated the
existence of a direct correlation between T concentrations and MSB such that a deficit of
T affects MSB even in young adult animals [30,32,44,45]. However, correct performance
of MSB requires the synergic activity of T and E:z because an increase continued may
generate feminization of the brain and increase latencies during MSB tests [46]. Our study
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found that control rats presented increased E2 accompanied by extended latencies on MSB
tests. These results demonstrate a partial inactivation of MSB during aging in control rats.
Significantly, CR can prevent this process because reduced Ez concentrations and improved
some parameters of MSB after 6 months of CR in aged rats.

Studies with rats have shown that latencies in mount, intromission, ejaculation, and
post-ejaculatory interval are increased after 11 months old, and these latencies are more pro-
longed at 24 months, when ejaculations decrease [26,28]. Our study found that at 18 months
old, the control rats presented an increase in ejaculation latency. These observations allow
us to affirm that MSB during aging could be improved after 6 months of CR at 15% and 35%.
These observations are supported by a previous report [32], which found that young rats
with CR at 25% had enhanced MSB due to reduced intromission and ejaculation latencies.

We observed that sperm motility decreased in the control group after 18 months old,
but it was observed in the CR animals. This suggests better cellular functioning that may
result from the concentrations of T. Studies with Macaca mulata using CR at 30% showed
that sperm motility and vitality remained stable as well as T levels [41,47]. These results
strengthen our data on sperm motility and vitality, which remained optimal for the CR
groups up to 18 months old. However, aging leads to a decrease in sperm vitality even
with CR at 24 months old.

Analyses of DNA fragmentation in the sperm are still in an exploratory stage, so the
specific mechanism involved has not been clarified [48]. However, it is well known that
obesity and aging potentiate this process due to an increase of reactive oxygen species
(ROS) [49,50]. In the present study, we did not observe DNA fragmentation in the sperm
even under CR treatment.

In another aspect, the increase in apoptosis associated with aging is responsible for
the deterioration of testicular functions [51,52]. In this study, we found that the aged rats
in the control group showed reduced T levels in the area of the seminiferous tubules with
anincrease in testicular apoptosis after 18 months old. These data concur with the report
earlier [53]; this study found an increase in testicular apoptosis between 12 and 24 months
old in rats. The correlation of the expression of annexin V with apoptotic markers in the
sperm of men aged over 40 years old has been previously reported [54]. Furthermore,
the increase in those markers was found to be directly proportional to the age of the
patients [55-57]. Another study analyzed sperm apoptosis based on the externalization
of serine phosphatidyl, quantified by annexin V, which was increased in men aged over
40 years old [58]. Our CR rats at 15% and 35% did not show changes in testicular apoptosis;
however, in the control group, an increase in annexin V was observed.

4. Conclusions

The present study demonstrates the beneficial effects of chronic and moderate CR
for 6 months on MSB in aged rats. This benefit is dependent on maintaining the animals’
metabolic and hormonal profile. We can, therefore, affirm that CR is an efficacious strategy to
prolong certain processes related to reproductive health.
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