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Resumen

La metilacion del ADN afecta a las interacciones ADN-proteina, la estructura y
replicacion del ADN, la expresion de genes y la diferenciacion celular. La vitamina B12
es fundamental para la metilacion biolégica y es un paso esencial en el catabolismo
de los aminoé&cidos de cadena ramificada, de 4cidos grasos de cadena impar y de la
cadena lateral del colesterol. La falta de grupos metilo disminuye la expresion de ERa
y ERB y genera alteraciones en el testiculo. El objetivo de este trabajo fue determinar
el dafio ocasionado por la carencia de donadores de grupos metilo en testiculos de
rata Wistar. Se utilizaron ratas Wistar macho de 300 g que fueron divididas en 2 grupos:
el control y el grupo alimentado con dieta deficiente en metionina y colina (MCD). A los
animales se les mantuvo con comida y agua ad libitum, con un ciclo de luz/obscuridad
de 12X12 horas. Después de 6 semanas de tratamiento, se sacrificaron mediante
eutanasia en una camara de dioxido de carbono, seguida de decapitacion. Se
obtuvieron los testiculos, se fijaron con formalina amortiguada y se tifieron con H&E,
MT y Direct red 80. Los receptores de estrogenos (ERa, Erf) y androgenos (AR) se
inmunolocalizaron usando anticuerpos monoclonales de conejo. Por cada testiculo se
observaron 5 secciones transversales de tubulos seminiferos en donde se determiné
el area del tubulo seminifero, el nimero de espermatocitos, el indice de diferenciacion
y el grado de maduracién del epitelio seminifero o indice de Jonhsen. La histologia
mostro dafio en los grupos de dieta, comparados con los controles, principalmente en
la integridad de las espermatogonias y los espermatocitos. En los andlisis cuantitativos
se observaron diferencias, pero éstas no fueron estadisticamente significativas. La
expresion de los receptores mostré una diferencia variada en los dos grupos
dependiendo del receptor estudiado. Se concluyd que la carencia de donadores de
metilo, provocada por la dieta, generé alteraciones a nivel histolégico y de expresion
de receptores de hormonas esteroideas en el testiculo de rata Wistar.



Abstract

DNA methylation affects DNA-protein interactions, DNA structure and replication, gene
expression, and cell differentiation. Vitamin B12 is essential for biological methylation
and is an essential step in the catabolism of branched-chain amino acids, odd-chain
fatty acids, and the side chain of cholesterol. The lack of methyl groups decreases the
expression of ERa and ERB and generates alterations in the testis. The main of this
study was to determine the damage caused by the lack of methyl group donors in
Wistar rat testes. Male 300 g Wistar rats were used, which were divided into two groups:
the control and the group fed a diet deficient in methionine and choline (MCD). The
animals were kept with food and water ad libitum, with a light / dark cycle of 12X12
hours. After six weeks of treatment, they were euthanized by passing out a carbon
dioxide chamber, followed by decapitation. Testes were obtained, fixed with buffered
formalin and stained with H&E, MT, and Sirius red. Rabbit Monoclonal antibodies were
used to immunolocalize estrogen (ERa, Erf) and androgen (AR) receptors. Five cross-
sections of seminiferous tubules were observed. Seminiferous tubule area, the number
of spermatocytes, differentiation index, and degree of maturation of the seminiferous
epithelium (Jonhsen index) were determined. The histological procedures showed
damage in the diet groups, mainly in the integrity of the spermatogonia and the
spermatocytes. In the quantitative analyzes, there were differences, but these were not
statistically significant. The expression of the receptors showed a varied difference in
the two groups depending on the receptor studied. We concluded that the lack of methyl
donors, caused by diet, generates alterations at the histological level and in the

expression of steroid hormone receptors in the testis of Wistar rat.

Vi
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Introduccién

De acuerdo con la OMS, la nutricion es la ingesta de alimentos relacionada con las
necesidades del organismo; para conservar una buena salud es importante poner
atencién en una adecuada nutricién, con aporte suficiente y equilibrado, todo esto,
combinado con ejercicio fisico cotidiano. Una mala nutricion reduce las defensas
inmunitarias aumentando las enfermedades, altera el desarrollo fisico y mental, y
reduce la productividad (OMS, 2021).

Las dietas deficientes en vitaminas del complejo B, han sido muy estudiadas en
modelos de roedores por estar muy relacionadas con enfermedades de higado graso
y guardar una estrecha conexion con el sindrome metabdlico y con la resistencia a la
insulina, que tienen una amplia prevalencia en el mundo occidental (Kucera y
Cervinkova, 2014). Estas dietas pueden ser mas comunes de lo que parecen en los
humanos, pues la falta de recursos econdmicos y el consumo excesivo de alimentos
“chatarra” provoca que las personas consuman cada vez menos carne y productos de
origen animal como huevo y leche, que son vitales para obtener las vitaminas del
complejo B; aunado al incremento del gusto por las dietas ausentes de carne, como el
veganismo, entre otras.

La intencion de este trabajo es investigar la relaciébn entre una dieta deficiente en
donadores de grupos metilo, que semeja la falta de vitaminas del complejo B y las

posibles alteraciones provocadas en la histologia del testiculo de rata.

Metilacion bioldgica

La metilacion es la adicién de un grupo metilo (-CH3) a una molécula, se produce en
proteinas y en acidos nucleicos, lipidos y metabolitos secundarios. La metilacion del
ADN es el mecanismo epigenético principal, implicado en la regulacion de la expresion
génica en mamiferos. Los patrones de metilaciéon son especie especificos e inclusive

tejido especificos. Tanto la metilacién del ADN como su significado funcional son areas

de investigacion activas, ya que influyen en la estructura y replicacion del ADN, la



expresion genética, en las interacciones ADN-proteina y la diferenciacion celular, entre
otros aspectos (Rodriguez et al., 2004).

La metilacion bioldgica depende de la transferencia de grupos metilo, en la que la
vitamina B12 y el folato son fundamentales. La vitamina B12 (cobalamina, Cbl) no se
produce en humanos, aunque es necesaria para la funcion de dos enzimas, la
metionina sintasa citosélica (MS, EC 2.1.1.13) y la metilmalonil-CoA mutasa
mitocondrial (MUT, EC 5.4.99.2) (Watkins y Rosenblatt, 2017). MUT utiliza la forma
adenosilada de Cbl para catalizar la conversion de L-metilmalonil-CoA a succinil-CoA
(Figura 1). Este es un paso esencial en el catabolismo de los amino4cidos de cadena
ramificada, de los acidos grasos de cadena impar y de la cadena lateral del colesterol
(Fowler et al., 2008).

Por el contrario, la MS requiere la forma metilada de Cbl y cataliza la remetilacion de
homocisteina a metionina, usando 5-metiltetrahidrofolato como donante de metilo. La
produccion de metionina no es el Unico propdsito de esta reaccion, aunque es un
aminoacido esencial, también se convierte en S-adenosilmetionina (AdoMet). El grupo
metilo de AdoMet se puede donar a varios sustratos tales como acidos nucleicos,
proteinas, lipidos y metabolitos secundarios. La utilizacion de 5-metiltetrahidrofolato
como donante de metilo por MS vincula el metabolismo de Cbl con el metabolismo de
un carbono mediado por folato que, ademas de la produccién de metionina y AdoMet,
se requiere para la sintesis de novo de purinas, para la produccion de monofosfato de
desoxitimidina (dTMP), y es una fuente de energia celular importante a través de la
reduccion de NADP* a NADPH (Figura 2) (Froese et al., 2019).
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Figura 1. Interseccién de la via catabolica metilmalonil-CoA con sintesis de cofactor de
adenosilcobalamina. Las flechas representan reacciones enzimaticas. Los nombres de las
proteinas estan en negro oscuro. Las formas de cobalamina estan en rojo. ABCD4, miembro
4 de la subfamilia D de casete de union a ATP; AdoCbl, adenosilcobalamina; Cbl, cobalamina
(sin ligando axial superior unido); CoA, coenzima A; Cyto, Citosol; LMBD1, dominio de receptor
de membrana que interactia con lipocalina-1 que contiene 1; MCEE, metilmalonil-CoA
epimerasa; Mito, mitocondria; MMAA, aciduria metilmal6nica tipo cblA; MMAB, aciduria
metilmalénica tipo cblB; MMACHC, aciduria metilmalonica tipo cblC con homocistinuria;
MMADHC, aciduria metilmalénica tipo cblD con homocistinuria; MUT, metilmalonil-CoA
mutasa; R-Cbl, cobalamina con ligando axial superior (por ejemplo, ciano-, hidroxo-) unido;
SUCLA2, subunidad beta formadora de ADP succinato-CoA ligasa; SUCLG1, subunidad alfa
de succinato-CoA ligasa (Tomado de: Froese et al., 2019).
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Figura 2. Ruta de remetilacion, representada a través del ciclo de folato, del ciclo de la
metionina y de la produccién intracelular de MeCbl. Los nombres de las proteinas estan en
negro oscuro, las formas de cobalamina en rojo. Los grupos de carbono individuales que se
originan a partir de formiato y terminan en compuestos metilados se representan en azul.
ABCD4, miembro 4 de la subfamilia D de casete de uniéon a ATP; Ado, adenosina; AdoHcy,
adenosilhomocisteina; AdoMet, S-adenosilmetionina; AHCY, adenosilhomocisteinasa; ATP,
adenosina trifosfato; Cbl, cobalamina (sin ligando axial superior unido); CH + -THF, 5,10-
meteniltetrahidrofolato; CH2-THF, 5,10-metilenetetrahidrofolato; CH3-THF, 5-
metiltetrahidrofolato; CHO-THF, 10-formiltetrahidrofolato; CHOO-, formiato; dTMP,
monofosfato de desoxitimidina; Cyto, Citosol; LMBD1, dominio de receptor de membrana que
interactla con lipocalina-1 que contiene 1; Liso, lisosoma; MAT, metionina adenosiltransferasa
(s); MeCbl, metilcobalamina; MMACHC, aciduria metilmalénica tipo cblC con homocistinuria;
MMADHC, aciduria metilmalénica tipo cblD con homocistinuria; MS, metionina sintasa; MSR,
metionina sintasa reductasa; MTHFD1, metilentetrahidrofolato deshidrogenasa 1,
ciclohidrolasa y formiltetrahidrofolato sintetasa 1; MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa;
MT, metiltransferasa (s); RCbl, cobalamina con ligando axial superior (p. Ej., Ciano-, hidroxo-)
unido; SHMT, serina hidroximetiltransferasa (Tomado de: Froese et al., 2019).

El alcance y la gravedad de la enfermedad causada por la falta de donadores de
grupos metilo y su disfuncion subraya la importancia de sus vias para la salud humana
(Froese et al., 2019). La carencia de donadores de grupo metilo dificulta la metilacion
de biomoléculas indispensables para el buen desarrollo del metabolismo. Asimismo,
la deficiencia en donadores de grupos metilo tiene una influencia perjudicial en el

metabolismo energético y en la sintesis de hormonas esteroideas.



Los mecanismos implicados incluyen la reduccion de la expresion de los factores
especificos del higado HNF-4-alfa, ER-alfa y ER-beta, ademas de hipometilacion e
hipoacetilacion de PGC-1l-alfa. Esto provoca esteatosis reversible cuando a los
animales se les alimenta con una dieta normal. Sin embargo, una dieta hipercalérica
en la vida adulta induce esteatosis con inflamacién y fibrosis, o que sugiere
modificaciones epigendémicas (Garcia et al., 2011; Pooya et al., 2012).

Asimismo, en ratones se ha evaluado el efecto de proporciones variables de Met:Cys
sobre la tasa de anomalias en sus espermatozoides, la concentracion de testosterona
sérica y los niveles de receptor de androgenos (AR), tanto en ARNm como en proteina.
A medida que aumentaba la relacién Met:Cys se encontr6 un incremento en la tasa de
anomalias de los espermatozoides, lo que indica que las relaciones Met:Cys mas bajas
podrian mejorar la calidad del semen. La concentracion sérica de testosterona se elevo
significativamente en el grupo de proporcién alta, comparado con los grupos de
proporcion baja y media, sin embargo, los niveles de ARNm y proteina de AR no fueron
diferentes (Chen et al., 2019).

Modelos de enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD) y

esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)

La enfermedad de higado graso no alcohélico (NAFLD) es un problema grave de salud
publica, puesto que, normalmente, se encuentra muy relacionada con la obesidad y la
diabetes y ambas adquieren proporciones epidémicas en muchos paises occidentales.
Los modelos animales han tenido una gran importancia en el esclarecimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos de NAFLD. Existen muchos modelos de NASH basados
en dietas deficientes en metionina y colina. Los modelos basados en una deficiencia
nutricional como las dietas MCD vy otras, deficientes en aminoacidos se han utilizado
durante mucho tiempo y tienen la ventaja de provocar un fenotipo de NASH exacto y
puntual en un periodo de tiempo limitado (Van Herck et al., 2017).

Los modelos en roedores que se han desarrollado para estudiar la carencia de grupos
metilo consisten en una dieta deficiente en acido félico, colina y L-metionina, o de
vitaminas B9 y B12, pero no han sido completamente caracterizados. La carencia de

folatos y de vitamina B12 aumenta la permeabilidad intestinal, produce cambios en la



microbiota y estos efectos conducen a una esteatosis microvesicular en las crias de
ratas que sufrieron carencia de compuestos metilados durante la gestacion y la
lactancia. Se sabe que la dieta deficiente en metionina y colina no permite la formacion
de fosfatidilcolina, que es esencial para la formacion normal de la lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL) y su secrecion del higado, alterando la beta oxidacion
mitocondrial en roedores, observandose una acumulacion rapida de triglicéridos en el
higado con desarrollo posterior de esteatohepatitis y fibrogénesis (Ayala et al., 2008;
Kucera y Cervinkova, 2014).

La colina es una sal cuaternaria de amonio del cation N, N, N-trimetiletanolamina, es
un nutriente esencial soluble en agua, se agrupa con las vitaminas del grupo B, y es
esencial, ya que participa en muchas reacciones metabdlicas (p. Ej., Metilacién o
transporte de lipidos). En los seres humanos, la deficiencia de colina puede conducir
al desarrollo de esteatosis hepéatica y se puede encontrar en la desnutricion, el abuso
de alcohol o durante el embarazo y la lactancia. La carencia de colina en la dieta lleva
al uso de metionina, que puede usarse para sintetizar colina. A diferencia de la dieta
deficiente en metionina y colina, una dieta deficiente solo en colina con suficiente
suplementacién de metionina no produce el bloqueo de la secrecion de VLDL, lo que
conduce solo a esteatosis con inflamaciéon en grado menor en el higado de rata
(Kucera y Cervinkova, 2014).

En las ratas una dieta deficiente en metionina y colina también provoca desnutricién
generalizada; por lo que los animales pierden peso y el peso del higado disminuye
proporcionalmente. La lesién hepatica inducida por una dieta deficiente en metionina
y colina se acompafia de transaminasas séricas elevadas y citocinas proinflamatorias,
como IL-1B, IL-6 y TNF-a. Los niveles séricos de triglicéridos y colesterol se reducen
debido al bloqueo de VLDL hepaticas. Esta dieta, también aumenta la peroxidacion de
lipidos y reduce el contenido hepético de glutatién reducido. La falta de metionina
puede ser parcialmente responsable de la disminucion de la sintesis de glutatiéon. Un
aumento del estrés oxidante y la peroxidacion lipidica precede al inicio de la
esteatohepatitis en ratas alimentadas con esta dieta, y la peroxidacion lipidica
corresponde a dafio hepatocelular y aumento del TNF-a hepatico. Por el contrario, la

regeneracion del higado después de una hepatectomia parcial de 2/3 en ratas Wistar



no se ve afectada significativamente por este tipo de alimentacion (Kucera y
Cervinkova, 2014).



Antecedentes

Toxicologia de células germinales

La lesiébn de células germinales, como un evento morfolégico primario es una
manifestacion comun después de la administracidon de compuestos citotoxicos. Las
espermatogonias no estan protegidas por la barrera hematotesticular, son las células
mas vulnerables a los efectos toxicos.

Las células madre de espermatogonias se dividen poco y son menos sensibles a la
citotoxicidad que las espermatogonias que han entrado en el grupo proliferativo y de
desarrollo; por lo que los efectos de los compuestos toxicos en los testiculos pueden
ser reversibles cuando cesa la exposicion. Este efecto reversible se produce gracias a
la reconstitucion de las espermatogonias a partir de las células madre sobrevivientes
en el epitelio seminifero (Vidal y Whitney, 2014).

La espermatogonia apoptética es una célula con citoplasma hialinizado,
hipereosinofilico, condensado y nacleo poco definido, ocasionalmente rodeados por
un espacio libre a medida que las células se encogen (Figura 3). Los cambios
morfolégicos producidos en las espermatogonias por toxinas no se distinguen del
desgaste fisiolégico espontaneo de las células germinales, como resultado de la
magquinaria apoptotica normal que elimina las células defectuosas y evita que las
células germinales excedan el soporte de las células de Sertoli. Sin embargo, esta
apoptosis fisiolégica tiende a ser limitada en numero y etapa especifica (Vidal y
Whitney, 2014).
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Figura 3. Apoptosis fisioldgica espermatogonial en el testiculo de rata adulta. (A) Ejemplo de
espermatogonias que experimentan apoptosis (flecha) en testiculos de rata en condiciones
fisiologicas normales. El inserto (aumento de 300x) demuestra las caracteristicas distintivas
de la fragmentacién del ADN, la formacién de ampollas y los nucleos tefiidos de forma oscura.
(B) Ejemplo de células positivas para TUNEL que experimentan apoptosis en el testiculo de
rata adulta normal (flechas). Los testiculos se fijaron por inmersién en Bouin, se incluyeron en
parafina y se tifieron secciones de 5 pm (Tomado de Murphy & Richburg 2014).

Aunque las manifestaciones histopatoldgicas debidas a las alteraciones hormonales y
nutrimentales pueden variar notablemente entre especies, los efectos pueden deberse
a respuestas centrales o sea del eje hipotalamo-pituitario o periféricas, como en el
sistema testiculo-célula de Leydig. Esto puede involucrar hormonas o sus receptores,

proteinas de transporte, o factores involucrados en los circuitos de retroalimentacion.



Si bien las especies comparten factores y mecanismos similares en la regulacion
endocrina, las peculiaridades de cada especie pueden alterar su respuesta morfoldgica

a una modificacion endocrina (Vidal y Whitney, 2014).

Receptores a estrégenos en testiculo

Las células de Sertoli, ubicadas en los tubulos seminiferos, secretan proteinas
funcionales para la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de espermatogonias,
también secretan hormonas importantes para la reproducciéon (Nery et al., 2014;
Garcia et al.,, 2014). Los receptores de estrogenos alfa y beta se encuentran
expresados en el testiculo de muchas especies. Nie et al. (2002) localizaron por
inmunohistoquimica ERa y ERB en gato y perro, utilizando anticuerpos especificos de
los ERa y ERB. Los encontraron en células intersticiales y células mioides
peritubulares en el testiculo del perro, pero solo en las células intersticiales del gato.
En la rete testis del perro, las células epiteliales fueron positivas para la tincion del
ERa, pero en el gato, el epitelio de la rete testis fue solo débilmente positivo; en los
conductos eferentes del perro, tanto las células ciliadas como las no ciliadas se tifieron
intensamente positivas; en el gato, las células epiteliales ciliadas se tifieron menos que
las células epiteliales no ciliadas. Las células epiteliales del epididimo y del conducto
deferente del perro fueron negativas para el ERa. En el gato, a excepcion de la regiéon
inicial de la capa epididimaria, la tincion del ERa fue positiva en las células epiteliales
del epididimo y el conducto deferente. Mdltiples tipos de células de testiculos de perros
y gatos se tifieron positivamente para el ERB. En la rete testis y conductos eferentes,
las células epiteliales fueron débilmente positivas para el ERp.

Attia y EImansy (2013) detectaron la presencia del ERa solo en células de Leydig de
testiculo de rata. En los conductos eferentes el ERa se expreso fuertemente en las
células epiteliales, mientras que las células estromales fueron moderadamente
positivas. En el cuerpo del epididimo, unas pocas células estrechas de la cabeza y
algunas células principales mostraron una reaccion positiva moderada, en cambio en
la region de la cola muy pocas células apicales y basales mostraron una reaccion debil.
Las células estromales de la cabeza y el cuerpo del epididimo mostraron una

inmunorreaccion fuerte, mientras que en la cola fueron débilmente positivas. En los
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conductos deferentes, ERa estuvo ausente en las células epiteliales, pero se detecto
en las células estromales; tampoco el epitelio prostatico presentdé ERa, mientras que
las células estromales fueron inmunopositivas. El area de mayor inmunoexpresion y
namero de células inmunopositivas al ERa se detectd en el epitelio de los conductos
eferentes.

El papel que juegan los estrogenos en la funcion reproductiva de los varones adultos
sigue siendo incierto. Saunders et al. (2001) utilizaron anticuerpos especificos para el
ERa y el ERB para investigar su distribucion dentro del macho. En testiculos de
humanos adultos, macacos y tities, detectaron el ERB en células de Sertoli, células de
Leydig y células mioides peritubulares. En las células germinales, la intensidad de la
inmunotincion para el ERB fue variable entre las especies. La inmunoexpresion en
espermatocitos de preleptoteno, leptoteno y cigoteno fue baja o ausente en todas las
especies. Las espermatidas alargadas fueron consistentemente inmunonegativas. No
se detectd inmunoexpresion del ERa en los testiculos. Se detecté el ERB en nucleos
de células epiteliales y estromales en todo el sistema reproductor masculino
(conductos eferentes, epididimo, conductos deferentes y vesiculas seminales) y en la
vejiga. El ERa se detectd en células epiteliales no ciliadas en los conductos eferentes,
pero rara vez en células epiteliales y basales dentro del epididimo. Las células
epiteliales de las vesiculas seminales y la vejiga fueron inmunonegativas para el ERa.
La expresion del ERa en células estromales fue rara en los conductos eferentes,
epididimo y vejiga, pero mas frecuente en vesiculas seminales. La expresion del ERa
y las formas larga y corta del ERB se confirmé mediante Western blot. La expresion
generalizada del ERB sugiere que es el objetivo principal para la modulacion de la

funcion tisular a través de ligandos estrogénicos en el sistema reproductor masculino.

Vitamina B12 y receptores a estrogenos en aparato reproductor masculino

Yamada et al. (2007) encontraron que las ratas alimentadas con una dieta deficiente
en vitamina B12 que contenia 180 g de proteina de soya por kilogramo de dieta
mostraron un dafio histolégico marcado en sus testiculos y que la actividad de la
metionina sintasa en testiculo de ratas con deficiencia de B12 fue inferior al 2%. El

suministro de metilcobalamina no contrarresto los dafios histoldgicos en el testiculo. El
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peso de los testiculos de las ratas tratadas con una dieta deficiente en vitamina B12
fue menor que en el grupo tratado con metionina. Sin embargo, el peso de los
testiculos de las ratas tratadas con dieta deficiente en vitamina B12 més metionina fue
el mismo que los grupos control y metionina. Se observo una extensiva excrecion de
acido metilmaldnico en los grupos de ratas tratadas con dieta deficiente en vitamina
B12.

Chen et al. (2019) analizaron los metabolitos del ciclo de la metionina mediante kits de
ELISA, para investigar si la relacion Met:Cys podria cambiar el metabolismo del ciclo
de la metionina. Los resultados mostraron que comparando con el grupo de proporcion
alta (3:1), la concentracion sérica de S-adenosilmetionina aumenté significativamente
en el grupo de proporcion baja (1:3), y el grupo de proporcion media aumento, pero no
significativamente. Ademas, la concentracion de homocisteina en suero aumento
significativamente en el grupo de proporcion baja y no en los otros dos grupos.
Chandra et al. (2010) observaron cambios degenerativos en testiculo de ratas tratadas
con Cr (VI), donde se vio desintegracion severa de los espermatocitos, lo que resultd
en la detencién de la espermatogénesis con necrosis tubular moderada, disminucion
del diametro tubular, desprendimiento de células germinales del epitelio tubular,
vacuolas intraepiteliales y células de Leydig en degeneracion. Ademas, la
histoarquitectura testicular de las ratas tratadas con Cr (VI) suplementado con vitamina
E mostr6 una desintegracion moderada en la poblacién de células germinales con
detencién de la espermatogénesis en comparacién con el grupo control.

En ratas tratadas con 3 ug de vitamina B12 por dia, se observé una disminucién en la
expresion del ERB en todas las capas del epitelio germinal del testiculo, con respecto
a los grupos control que mostraron una expresiéon normal. Los mecanismos que
afectan a los testiculos y a la produccion de espermatozoides no han sido investigados
exhaustivamente, ni en la deficiencia en donadores de grupos metilo ni el dafio que

pueda provocar la sitagliptina u otros farmacos (Elsaed et al., 2018).
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Justificacion

El metabolismo de grupos metilo es una red de vias interconectadas, necesarias para
la sintesis de nucleotidos de purina, timidilato y para la remetilacion de homocisteina
a metionina. Las interrupciones en esta via influyen tanto en la sintesis de ADN como
en la estabilidad y la metilacion de la cromatina, y pueden ser el resultado de
deficiencias nutricionales y variantes genéticas comunes. L0oS mecanismos
subyacentes a las patologias asociadas con la deficiencia de grupos metilo y las
anomalias durante el desarrollo y en la vida adulta ain no se han establecido

completamente (Stover, 2011).

Todas las formulaciones de dietas deficientes en grupos metilo lipogénicas, las
deficientes en colina, en metionina-colina o metionina-colina-acido félico, provocan
varias alteraciones moleculares similares, incluyendo metabolismo lipidico alterado,
estrés oxidativo, metabolismo desregulado de un carbono y varias anomalias
epigenéticas que resultan en lesion hepatica progresiva que culmina en el desarrollo
de tumores primarios. Las génadas son especialmente sensibles a mutaciones y
modificaciones de su epigenética, a pesar de esto, no se han estudiado los efectos de
la dieta baja en metionina y colina en las espermatogonias precursoras de los gametos

masculinos (Stover, 2011).
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Pregunta de investigacion

¢, Como afecta al testiculo la carencia de donadores de grupos metilo?

Especificamente:
¢ Cudles son los efectos morfologicos a nivel de células degenerativas que genera la

carencia de donadores de grupos metilo en los testiculos de rata Wistar?

Hipotesis

Si alimentamos ratas Wistar con una dieta baja en metionina y colina, no habra
suficiente disponibilidad de grupos metilo para su metabolismo, por lo que podremos
analizar los efectos en el testiculo, particularmente en las espermatogonias, en las que
se desarrollard apoptosis que se podra identificar por una morfologia con un
citoplasma hialinizado, hipereosinofilico, condensado y nucleos indefinidos. También,

podrian estan disminuidos los receptores de hormonas esteroideas.

Objetivo general

Determinar el dafio ocasionado por la carencia de donadores de grupos metilo en

testiculos de rata Wistar.

Objetivos especificos

1. Evaluar el dafio en células degenerativas, de los tipos celulares que componen

el testiculo.

2. Cuantificar el efecto de la carencia en grupos metilo en los receptores a

estrogeno alfa y beta y el receptor a andrégenos en testiculo.

3. Cuantificar las células degenerativas en el testiculo.
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Materiales y métodos

Tratamiento de ratas Wistar

Se trabajé con muestras de testiculo de ratas Wistar macho de 8 semanas de edad
que fueron tratadas de la siguiente manera:

Grupo 1 Control: Alimento New Purina Rodent Laboratory Chow* 5001 (Lab Dyet;
Sant Luis, Missouri. USA) comercial.

Grupo 2 Dieta deficiente en metionina y colina (DMC): Alimento marca Dyets Inc.
(Easton Avenue Bethlehem, Pennsylvania, USA).

Las ratas macho de la cepa Wistar fueron solicitadas al Bioterio de la Universidad
Auténoma Metropolitana unidad Iztapalapa; y se mantuvieron bajo las reglas de la
NORMA oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, en donde se encuentran las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio. A los animales se les mantuvo con comida y agua ad libitum, con un ciclo
de luz/obscuridad de 12X12 horas. Después de 6 semanas de tratamiento, se

sacrificaron mediante eutanasia en una camara de di6xido de carbono.

Histologia

Los testiculos se obtuvieron por diseccion. Se fijaron ambos testiculos en formol al
10% durante 10 dias. Después del tiempo de fijacion los tejidos se sometieron a 3
lavados con PBS durante 10 minutos y posteriormente se conservaron en etanol al
70%, hasta su procesamiento. Los tejidos se deshidrataron por el método convencional
de alcoholes-xilol (Anexo 7). Posteriormente los tejidos fueron incluidos en parafina
(Tissue-Tek VIP, SAKURA FINETEK U.S.A., INC. TORRANCE, CA 90504 U.S.A.). Se
cortaron las muestras con un micrétomo, a un grosor de 5 pm y se montaron en
portaobjetos fijando con gelatina para evitar el desprendimiento de los tejidos. Los
cortes se dejaron secar durante toda la noche.

Se realizdé la tincion de hematoxilina y eosina, para la cual las muestras se
desparafinaron durante toda la noche en una estufa a 67°, posteriormente se

rehidrataron (anexo 8). Para la tincidon los tejidos se trataron de la siguiente forma:
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hematoxilina 2 min (se estandarizé el tiempo con pruebas previas), agua de la llave,
agua destilada y alcohol acidulado pasos rapidos, agua amoniacal 2 min, eosina 30
segundos, alcoholes y xilol pasos rapidos. Finalmente se realizé un montado con
Entellan® para ser observadas al microscopio optico.

Por otro lado, se realizo la tincion tricromica de Masson (MT), para lo cual las muestras
se procesaron de la misma manera que para la hematoxilina y eosina, posteriormente
se rehidrataron en etanol de la siguiente forma: 2x10 minutos en etanol 100°, 10
minutos en etanol 96°, 10 minutos en etanol 80°, 70° y 50°. Después de 5 minutos en
agua destilada, las muestras se incubaron en Hematoxilina férrica de Weigert por 5
minutos. Cuando se aprecié el viraje de color se comprobo la tincidon al microscopio.
Después se realizé un lavado de 3 minutos en agua destilada, y posteriormente 5
minutos en fucsina-escarlata. Después se realiz6 un lavado de 2 minutos en agua
destilada, y se incubaron las muestras en &cido fosfomolibdico al 5% durante 15
minutos. Las muestras se tifieron con azul de anilina por 10 minutos y se lavaron unos
segundos en agua destilada. Continuando con el procedimiento, las muestras pasaron
por 3 minutos de diferenciacion con acido acético al 1% y luego por un minuto en agua
destilada. Se realiz6 un deshidratado rapido, unos segundos, en etanol de graduacion
creciente: 80°, 96° y 100° y después las muestras se pasaron 2 veces en xileno
durante 10 minutos (Megias et al., 2019). Se realizé un montado con Entellan® para
ser observadas al microscopio 6ptico. Esta tincién permite observar fibras de colagena
tipo | y fibras reticulares del resto de las estructuras. El colageno se observara de un
color verde azulado, el masculo de color rojo o marron, el citoplasma se vera rosado,
mientras que los ndcleos se apreciaran de color negro.

Para complementar la tincion tricromica de Masson, se realiz6 la tincion con Rojo Sirius
0 Red 80. Esta es una técnica que permite identificar de forma mas precisa el colageno
en las muestras. Las muestras se fijaron e incluyeron como se describe arriba,
posteriormente se rehidrataron en xilol 2 veces por 5 minutos y en etanol de la siguiente
forma: 2 veces durante10 minutos en etanol 100°, 10 minutos en etanol 96°, 10 minutos
en etanol 80° y 70°, y 5 minutos en agua destilada. Posteriormente, se sometieron 1
hora en colorante Red 80. Después, las muestras se deshidrataron en etanol de

graduacion creciente: 70°, 80°, 96° y 100°, se pasaron 2 veces durante 5 minutos en
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xilol. Se realizé un montado con Entellan® para ser observadas al microscopio éptico.
Para cuantificar el area de las fibras de colageno se utilizo el software de analisis de
imagen ImageJ 2.1.0/1.53c.

Para las 3 técnicas se digitalizaron las imagenes mediante el escaner Aperio CS2
(Leica biosystems, lllinois) y se realiz6 el analisis mediante el analizador de imagenes

Imagescope version 12.4.3.5008, 2019 (Leica biosystems, lllinois).

Evaluacion histopatolégica

La realiz6 un solo observador, por cada testiculo se observaron 5 secciones
transversales de tubulos seminiferos en donde se determino:
a) El area del tubulo seminifero mediante el analizador de imagenes Imagescope
version 12.4.3.5008, 2019 (Leica biosystems, Illinois).
b) El nimero de espermatocitos
c) El indice de diferenciacion, lo cual es el resultado de dividir el nUmero de
espermatocitos diferenciados entre el nUmero de espermatogonias observadas

d) El grado de madurez del epitelio seminifero de Jonhsen (anexo 9).

Inmunofluorescencia

Se fijaron las secciones de tejido en formalina y se incrustaron en bloques de parafina
de acuerdo con los procedimientos estandar. Se realizaron cortes de secciones de
tejido de 5 um de grosor con un micr6tomo y se colocaron en portaobjetos previamente
cubiertos con poly-L-lisina (SIGMA, México). Se procedi6é a desparafinar en xileno con
dos cambios durante 5 minutos cada uno. Se rehidrataron las secciones
paulatinamente a través de alcoholes graduados: 2x10 minutos en etanol 100°, 10
minutos en etanol 96°, 10 minutos en etanol 80° y 70°, y 5 minutos en agua destilada.
Se lavaron en agua desionizada durante 1 minuto con agitacién. Se aspiré el exceso
de liguido de los portaobjetos. Se realizé el desenmascaramiento de antigenos, para
exponer los determinantes antigénicos que se enmascararon mediante la fijacién con
formalina y la inclusion en parafina. Para ello se colocaron los portaobjetos en un
recipiente y se cubrieron con tampaén de glicina-HCI 50 mM, pH 3,5, con EDTA al 0,01%

(p/v). Se calentaron a 95°C durante 5 minutos. Se dejaron enfriar los portaobjetos en
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el tampdn durante aproximadamente 20 minutos. Se lavaron en agua desionizada tres

veces durante 2 minutos cada uno. Se aspir6 el exceso de liquido de los portaobjetos.

El receptor de estrogeno alfa (ERa) se detectd en el tejido usando un anticuerpo
monoclonal de raton IgG2a (cadena ligera kappa) proporcionado a 200 ug/mL, que se
une a la region N-terminal (A/B) del ERa humano. Los anticuerpos monoclonales se
obtuvieron de (F-10, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.). El anticuerpo se
suministré a una dilucion 1:600, colocando 200 puL en cada portaobjetos. Se dejaron
incubar durante toda la noche a 4°C y se realizaron 3 lavados con PBS durante 5
minutos cada uno. Se colocO el cubreobjetos con un medio de montaje acuoso
(PBS/glicerol), se sellaron los bordes con barniz transparente y se observaron al

microscopio inmediatamente.

El receptor de estrégeno beta (ERPB) se tifié utilizando un anticuerpo monoclonal de
raton IgGs (cadena ligera kappa) proporcionado a 200 pg/mL, generado contra los
aminoécidos 1-150 del ER( de origen humano (N-20, Santa Cruz Biotechnology, CA,
EE. UU.). El anticuerpo se suministré a una dilucién 1:600, colocando 200 uL en cada
portaobjetos. Se dejaron incubar durante toda la noche a 4°C y se realizaron 3 lavados
con PBS durante 5 minutos cada uno. Se colocé el cubreobjetos con un medio de
montaje acuoso (PBS/glicerol), se sellaron los bordes con barniz transparente y se

observaron al microscopio inmediatamente.

El receptor de andrégenos (AR) se tifid utilizando un anticuerpo monoclonal de raton
IgG1 (cadena ligera kappa) proporcionado a 200 pg/mL, generado contra los
aminoacidos 299-315 de AR de origen humano (441:sc-7305, Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE. UU.). El anticuerpo se suministré a una dilucién 1:600,
colocando 200 pL en cada portaobjetos. Se dejaron incubar durante toda la noche a
4°C y se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 minutos cada uno. Se coloco el
cubreobjetos con un medio de montaje acuoso (PBS/glicerol), se sellaron los bordes
con barniz transparente y se observaron al microscopio inmediatamente. En todos los

casos, como control negativo, se reemplazé el anticuerpo con solucién salina.
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Se analizaron los cortes en un microscopio confocal (Carl Zeiss modelo LSM780,
Oberkochen) y se tomaron fotografias con una camara digital conectada a una
computadora. El laser utilizado para el RA fue el laser a 441 nm, para los receptores
de estrégenos fue a 546 nm. El programa de andlisis de imagen ImageJ 2.1.0/1.53c
se utilizo para medir el porcentaje de area de fluorescencia de ERa, ERB y AR en los
testiculos de las secciones tefiidas por inmunofluorescencia. Se analizaron cinco
secciones para cada animal (Ayuob et al., 2015). Se midieron cinco lecturas de cada
seccidn y se calculé la media para cada animal segun Zhou et al., (2002).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se disefiaron tablas para la captura de todos los datos de
los grupos. Se empled estadistica descriptiva para presentar los datos agrupados de
acuerdo con las variables estudiadas en cada instancia. Se utilizé la prueba “t” de
Student para determinar la diferencia en cada uno de los pardmetros estudiados. Se
considerd significativa a p<0.05. Los datos se analizaron mediante el paquete
estadistico IBM SPSS V.19.
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Resultados

Testiculo de rata Wistar

Se analizaron los testiculos de 6 ratas; 3 controles y 3 animales alimentados con la
dieta. Para cada tincion histoldgica e inmunofluorescencia, se analizaron al menos 5
cortes de cada testiculo, y en cada uno se observaron 5 campos. En caso de no
encontrar 5 campos de buena calidad, se analizaron mas cortes. El total de cortes se

encuentra en la tabla 1.

Tabla 1. Numero de cortes analizados para los individuos control y dieta en cada una de las

técnicas realizadas.

Muestras de testiculo montadas Namero de cortes analizados

E MT Red 80 ERa ERB AR

(Individuos)

Control

MCD

o N o o o o
o o o 0 o
o o o v 0 o

1
2
3
4
5
6

Histologia

Hy E: Latincion de los testiculos de las ratas controles mostré una buena organizacion
de los tubulos seminiferos, en su mayoria no se encontraban dafiados y el tejido se
mostro integro (Figura 4 A). La mayoria de las espermatogonias se observaron intactas
y bien definidas en la periferia del tubulo, sin desprendimiento y con formas regulares.
Los espermatocitos también se observaron integros y con nudcleos bien tefiidos y
definidos. Se detecto la presencia de abundantes espermatozoides en la luz del tibulo.
En los testiculos de las ratas MCD se observaron algunos tubulos seminiferos
desorganizados y dafiados, también se pudieron observar ligeras deficiencias en la

espermatogénesis, con pocas espermatogonias con formas irregulares vy

20



espermatocitos con nucleos oscuros, ademas en la luz de algunos tubulos se
observaron escasos espermatozoides y un ligero desprendimiento en algunas zonas
(Figura 4 D).

Tricromica de Masson: Latincion de los cortes de testiculo de las ratas control mostro
un tejido conectivo intersticial integro, con el ndcleo de las espermatogonias bien
definido, sin dafio aparente y sin desprendimiento en la periferia de los tabulos. Se
observo una cantidad abundante de espermatozoides en la luz del tubulo (Figura 4 B).
En el grupo tratado con la dieta MCD se observé tejido conectivo intersticial
ligeramente dafiado y espermatogonias con material genético muy oscuro y ligero
desprendimiento en la periferia de los tubulos, con menos espermatozoides en la luz
(Figura 4 E).

Direct Red 80: Los cortes del grupo control mostraron tejido conectivo intersticial bien
definido con una cantidad aparentemente normal de fibras de colageno con tubulos
seminiferos bien vascularizados y vasos sanguineos con una cantidad normal de fibras
de colageno, se observaron células germinales integras en el tejido, sin
desprendimiento y una cantidad abundante de espermatozoides en la luz del tubulo
(Figura 4 C). En los grupos MCD se observé un tejido conectivo intersticial ligeramente
irregular, con mayor cantidad de fibras de coldgeno. Tubulos seminiferos con una
vascularizacion ligeramente mayor con respecto al control, y en los vasos sanguineos
se notd una cantidad mayor de fibras de coldgeno. Algunas células germinales se
encontraban desprendidas en el interior del tibulo seminifero (Figura 4 F).

La figura 4 muestra cortes histolégicos de los grupos, en donde se pueden observar

las caracteristicas mencionadas anteriormente.
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Figura 4. Efecto de la dieta deficiente en colina y metionina (MCD) en el testiculo de rata
Wistar. Controles A, By C; A. se observan espermatogonias intactas y bien definidas en la
periferia de los tabulos (flecha delgada), espermatocitos integros con nucleos tefiidos y bien
definidos (flecha gruesa), con abundantes espermatozoides en la luz del tabulo (estrella); B.
se observa un tejido conectivo intersticial aparentemente integro (flecha gruesa), y
espermatogonias con el material genético intacto y bien definido en la periferia de los tabulos
(flecha delgada), con abundantes espermatozoides en la luz del tibulo (estrella); C. se observa
un tejido conectivo intersticial bien definido con una cantidad normal de fibras de colageno
(flecha gruesa), asi como tubulos seminiferos bien vascularizados, y vasos sanguineos con
una cantidad normal de fibras de colageno (flecha delgada), con células germinales integras
en el tejido y abundantes espermatozoides en la luz del tabulo (estrella). MCD D, E y F; D.
escasas espermatogonias y con formas irregulares (flecha delgada), algunos espermatocitos
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deformes con nucleos oscuros (flecha gruesa), menor cantidad espermatozoides en la luz del
tubulo (estrella); E. tejido conectivo intersticial ligeramente dafiado (flecha gruesa), algunas
espermatogonias con el material genético obscuro en la periferia de los tubulos (flecha
delgada), poca cantidad de espermatozoides en la luz del tibulo (estrella); F. tejido conectivo
intersticial irregular y mayor cantidad de fibras de colageno (flecha gruesa), tubulos
seminiferos con una vascularizacibn mayor con respecto al control, y mas fibras de colageno
(flecha delgada), con células germinales desprendidas en el interior del tubulo seminifero
(estrella); Ay D, coloracién H&E; B y E, tricrdmica de Masson; C y F, Rojo Sirius (40x, insertos
20x barra 50 um); TS: tibulos seminiferos; TCI: tejido conectivo intersticial.

La figura 5 muestra el porcentaje de area de expresion de fibras de colageno para los
grupos control (3%) y MCD (10%) donde se observa una diferencia significativa
(p <0.05) entre los grupos.
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Figura 5. Porcentaje de area de la presencia de fibras de colageno para los grupos control
y MCD expresados como X+DE (*p <0.05).
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Area del tubulo seminifero

En la figura 6 se grafico el promedio del area de los tubulos seminiferos, se observa
una ligera tendencia a disminuir en el grupo MCD (34,952 um?) con respecto al grupo

control (35,596 um?) sin llegar a ser una diferencia significativa.
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Figura 6. Area del tibulo seminifero para los grupos control y MCD expresados como X+DE.

Numero de espermatocitos

La figura 7 muestra el nimero de espermatocitos presentes en el tubulo seminifero
para los grupos control (131) y MCD (127) donde se observa una disminucién en el

grupo MCD sin llegar a ser una diferencia significativa.

24



Numero de espermatocitos

143
140

135

130

125

120

NO. ESPERMATOCITOS

115

110

O Control @ MCD

Figura 7. Numero de espermatocitos para los grupos control y MCD expresados como
X+DE.

indice de diferenciacion del epitelio seminifero

La figura 8 muestra el indice de diferenciacion para los grupos control (7.46) y MCD
(7.58) donde se observa un ligero aumento en el grupo MCD sin llegar a ser una
diferencia significativa.

25



Iindice de diferenciacion

10

INDICE DE DIFERENCIACION
ESPERMATOCITO/ESPERMATOGONIA
U

O Control @mMCD

Figura 8. Indice de diferenciacion para los grupos control y MCD expresados como X+DE.

indice de madurez del epitelio seminifero de Jonhsen

La figura 9 muestra el indice de Jonhsen para los grupos control (9.35) y MCD (8.93)
donde se observa que no hay diferencia significativa entre los grupos. Para calcular
este indice se utilizé la tabla correspondiente al anexo 9. En la figura 4A y D se

observan las caracteristicas a partir de las cuales se determiné el indice.
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Figura 9. Indice de Jonhsen para los grupos control y MCD expresados como X+DE.

Inmunofluorescencia

Receptor de estrogenos alfa: En cortes de testiculo de rata del grupo control se
observo una expresion normal del receptor en el tejido conectivo intersticial, en la zona
de las células de Leydig (Figura 10 A). En las secciones de testiculo de rata MCD se
observo una expresion normal del receptor, sin embargo, esta expresion se encontraba
ligeramente disminuida con respecto al control, en cuanto al nimero de zonas en el

tejido conectivo intersticial (Figura 10 D).
Receptor de estrogenos beta: Se observo una expresion normal del receptor en el

tejido conectivo intersticial de las secciones de testiculo de rata del grupo control

(Figura 10 B). Asi mismo se observd una expresion normal del receptor en las
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secciones de testiculo de rata MCD, aunque en estos grupos la expresion era un poco
mayor con respecto al control. La expresion se observo en las mismas zonas en los

dos grupos (Figura 10 E).

Receptor de androgenos: La expresion del receptor en las secciones de testiculo de
rata en los grupos control fue moderada en las zonas del tejido conectivo intersticial
(Figura 10 C). Por otra parte, en las secciones de testiculo de rata MCD se observo
una expresion normal del receptor, aunque ligeramente superior con respecto al grupo
control en las mismas zonas (Figura 10 F).

La figura 10 muestra la expresion de los receptores de estrogenos alfa, beta y

andrégenos en los dos grupos estudiados.
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Figura 10. Efectos de la expresion de receptores en testiculo de rata Wistar. Controles A, By
C; Dieta C, D y F; A. se observan se observa una expresion normal del ERa en el tejido
conectivo intersticial (flechas); D. se observa una expresion normal del ERa, aunque un poco
disminuida en el nimero de zonas con respecto al control en el tejido conectivo intersticial
(flechas); B. se observa una expresion normal del ERB en el tejido conectivo intersticial
(flechas); E. se observa una expresion normal del ERB, muy ligeramente superior a la del
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grupo control en el tejido conectivo intersticial (flechas); C. se observa una expresién moderada
del AR en el tejido conectivo intersticial (flechas); F. se observa una expresion normal del AR,
aungue ligeramente superior con respecto al grupo control en el tejido conectivo intersticial
(flechas); A y D, receptor de estrégenos alfa; B y E, receptor de estrégenos beta , Cy F,
receptor de andrégenos (inmunofluorescencia microscopia confocal 20x, barra 20 um; tincién
azul DAPI); TS: tubulos seminiferos; TCI: tejido conectivo intersticial.
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La figura 11 muestra el porcentaje de area de expresion del receptor de estrogenos

alfa para los grupos control (8.04) y MCD (7.13) donde se observa que no hay

diferencia entre los grupos.
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Figura 11. Porcentaje de area de la expresion del receptor de estrégenos alfa para los grupos

control y MCD expresados como X+DE

La figura 12 muestra el porcentaje de area de expresion del receptor de estrégenos

beta para los grupos control (7.10) y MCD (8.09) donde se observa que no hay

diferencia entre los grupos.

31



10

% DE AREA

% de area de expresion del ERP

—1—

[1Control B MCD

Figura 12. Porcentaje de area de la expresion del receptor de estrégenos beta para los grupos

control y MCD expresados como X+DE

La figura 13 muestra el porcentaje de area de expresion del receptor de andrégenos

para los grupos control (12.85) y MCD (14.25) donde se observa que no hay diferencia

entre los grupos.
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Figura 13. Porcentaje de area de la expresion del receptor de andrégenos para los grupos
control y MCD expresados como X+DE
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Discusion

La malnutricidn incluye la desnutriciéon, el retraso en el crecimiento, desequilibrio de
vitaminas y/o minerales, asi como enfermedades relacionadas con la alimentacion (no
transmisibles). Se sabe que en el mundo existen 52 millones de nifios menores de 5
afos con sindrome de emaciacion, 17 millones con emaciacion grave, y 155 millones
presentan retraso en el crecimiento. Las repercusiones de la malnutricion en el
desarrollo econémico, social y médico son graves y duraderas para las personas y sus
familias, para las comunidades y para los paises a nivel mundial (OMS, 2021). La dieta
adoptada en los tiempos modernos también influye, pues al contar con recursos cada
vez mas limitados, se ven obligados a descartar de su alimentacién productos de
origen animal, dificiles de sustituir con proteinas vegetales o sintéticas. Entre estas
ausencias, la de vitamina B12 genera alteraciones en el metabolismo energético.

El objetivo de este trabajo fue determinar el dafio ocasionado por la carencia de
donadores de grupos metilo en testiculos de rata Wistar, tanto a nivel de células
germinales como a nivel de receptores hormonales. Para este estudio se trabajo con
muestras de testiculo de ratas Wistar macho que fueron divididas en dos grupos: uno
con una dieta estandar, y el otro con una dieta deficiente en metionina y colina (MCD).
Las ratas de 8 semanas de edad fueron sometidas al tratamiento durante 6 semanas
y posteriormente se sacrificaron mediante eutanasia en una camara de dioxido de

carbono.

Histologia

Los cambios histologicos observados por Yamada et al. (2007) fueron similares a los
encontrados en este trabajo, en las tinciones con H&E y MT, aunque no fueron tan
evidentes; los tubulos de las ratas MCD mostraron en ambos casos algunas células
con formas irregulares, y tubulos seminiferos desorganizados. El hecho de que los
dafios histolégicos no sean tan marcados en este trabajo puede ser atribuido a que la
dieta fue administrada solo 6 semanas. No existen muchos estudios con dietas
deficientes en metionina y colina, sin embargo, los estudios con dietas deficientes en

vitamina B12 son mas comunes, al ser la vitamina B12 necesaria para la produccion
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de metionina y ésta a su vez fundamental para muchos procesos descritos
previamente en el presente trabajo como la donacién de grupos metilo, los estudios
con deficiencias en vitamina B12 nos pueden servir de pardmetro para discutir los
resultados obtenidos en el presente trabajo.

Vasiliausha et al. (2016) trataron ratas con busulfan y suministraron vitamina B12 para
contrarrestar los dafos, sin embargo, observaron que la vitamina B12 no revirtié los
dafios ocasionados, los tubulos seminiferos de las ratas tratadas se redujeron y se
encontraron vacuolas intraepiteliales y células germinales desprendidas de la luz del
tubulo, con espermatocitos con caracteristicas nucleares anormales y escasas
espermatogonias. Resultados similares se observaron en este trabajo, aunque con
procedimientos distintos, las ratas MCD también mostraron desprendimiento de
células germinales y algunos dafios histol6gicos que pueden sugerir que la carencia
en donadores de metilo afecta la histologia del testiculo.

Kawata et al. (1997) encontraron que ratas macho alimentadas en pareja durante 100
dias con una dieta deficiente en vitamina B12 presentaban atrofia en los tubulos
seminiferos y alteracion en la espermatogénesis, resultados que apoyan a los
obtenidos en este trabajo donde las ratas del grupo MCD también mostraron
alteraciones en la espermatogénesis, de igual manera la prolongacion de esta dieta
puede ser una explicacién de que los cambios observados fueran menos evidentes
con respecto a estos estudios citados, dado que como se mencion6 anteriormente, la
dieta a la que se hace referencia durd 100 dias y la que se administré en el presente
estudio durd solamente 6 semanas. Es de interés continuar este tipo de estudios con
dietas mas prolongadas y con procesos controlados que permitan seguir ampliando
los efectos de estos tratamientos. Otros estudios, como el de Watanabe et al. (2007)
mostraron que la deficiencia de la vitamina B12 durante la gestacion afecta a las
células germinales generando un menor recuento y destruyendo a los espermatocitos
de las ratas macho en la primera generacion. Resultados que apoyan lo observado en
este ensayo en cuanto al dafio a los espermatocitos, pero no asi en lo que se refiere
a los conteos celulares, apoyando la idea de que se debe seguir trabajando en este

tipo de dietas y sus efectos en el testiculo.
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Banihani (2017) menciona la importancia de la concentracion en el suministro de la
vitamina B12 para obtener una buena calidad en el semen, como el aumento en el
recuento de espermatozoides, mejoras en la movilidad y reduccién en el dafio del ADN
de los mismos, menciona a su vez que estos efectos positivos pueden deberse al
aumento en la eficacia de los 6rganos reproductores masculinos, a la disminucion de
la toxicidad por homocisteina, a la disminucion de la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno y a la disminucion del deterioro del semen inducido por
inflamacion, entre otros. Con base en los resultados obtenidos y que se han ido
desglosando en este escrito, la idea de que la concentracion de la vitamina B12 es
crucial para observar los efectos de ésta en el testiculo de rata se refuerza. Si bien es
importante mencionar que las concentraciones siempre son fundamentales a la hora
de suministrar un farmaco o una dieta.

Amany et al. (2019) detectaron la presencia de fibras de colageno en la membrana
basal testicular de ratas tratadas con fenpropatrina, lo cual produjo su engrosamiento
y destruccion. Nuestros resultados con la coloracion con Red 80 mostraron presencia
normal de fibras de colageno en el tejido conectivo intersticial de los testiculos de las
ratas control. Por el contrario, en las ratas tratadas con dieta MCD, la acumulacion de
fiboras de colageno fue mayor en esta misma zona, y alrededor de los vasos
sanguineos, mostrando una diferencia significativa (p<0.05), sugiriendo una posible
fibrosis perivascular intersticial. Este tipo de fibrosis se ha encontrado en algunas
patologias en el testiculo de ratas como lo describen Ayuob et al. (2015) que
observaron la acumulacién de fibras de colageno en el tejido conectivo intersticial del
testiculo de ratas diabéticas. Sin embargo, no existen aun trabajos publicados con este
tipo de fibrosis en testiculos de rata provocadas por una dieta deficiente en donadores
de grupos metilo, lo cual hace que sean muy interesantes los resultados obtenidos, y

su posible relacién con la dieta administrada en esta patologia.

Evaluacion histopatoldgica
Una seccion transversal de los testiculos de mamifero muestra numerosos tubulos

seminiferos, lo que facilita considerablemente el trabajo cuando se desea cuantificar
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los efectos de las sustancias quimicas en los testiculos de los animales (Working
1988). Las ratas tratadas con una dieta MCD mostraron una deficiencia minima en el
area de los tubulos seminiferos. Por otra parte, en estudios previos se ha reportado
que el area de los tabulos seminiferos en ratas tratadas con vitamina B12 y alteradas
con un farmaco se ven beneficiadas, y que los grupos tratados mostraron una
histoarquitectura epitelial normal y las areas tubulares fueron similares a las de los
controles (Elsaed et al., 2018).

Elsaed et al. (2018) trataron ratas con vitamina B12 para aminorar el dafio ocasionado
por cimetidina. Las secciones testiculares que obtuvieron no mostraron casi ninguna
anomalia al ser observadas en el microscopio optico, y las medidas morfométricas y
los exdmenes ultraestructurales de los grupos tratados con vitamina B12 mostraron
casi las mismas medidas que los controles. En el presente estudio se trataron ratas
con una dieta deficiente en donadores de metilo; las medidas morfométricas de las
secciones testiculares obtenidas no mostraron una diferencia significativa con respecto
a los controles, sin embargo, se encontraban alteradas, lo cual puede apoyar la teoria
de que esta dieta genera cambios morfométricos a nivel testicular.

El nimero de espermatocitos se redujo en el grupo MCD sin llegar a alcanzar una
diferencia significativa (Figura 7). Sasso-Cerri et al. (2017) trataron ratas con vitamina
B12 para estimular la proliferacion de espermatogonias, y encontraron que las ratas
que no fueron sometidas al tratamiento con vitamina B12 mostraban ausencia de
espermatogonias en el compartimento basal epitelial, mientras que las ratas tratadas
con la vitamina B12 durante 7 dias mostraron suficientes espermatogonias. Ademas
de esto, observaron que el nUmero de espermatogonias aumentd significativamente
en los animales que continuaron recibiendo el tratamiento durante 7 dias mas. Estos
resultados podrian indicar que la reduccion en el numero de células germinales ya
sean espermatogonias o0 espermatocitos puede estar condicionado al tiempo del
tratamiento o al suministro directo de una vitamina. En el estudio de Sasso-Cerri et al.
(2017) se administr0 directamente la vitamina B12 después de tratar ratas con
busulfan, mientras que en el trabajo que aqui se presenta, se sometieron a un grupo

de ratas a una dieta que provocaria una deficiencia en la metilacion directamente.
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El indice de diferenciacion se vio ligeramente elevado en el grupo MCD con respecto
al control, sin llegar a ser una diferencia significativa (Figura 8). Beltrame y Sasso-
Cerri, (2017) trataron ratas con cimetidina y, posteriormente, suplementaron vitamina
B12 para contrarrestar los dafios ocasionados a nivel testicular, encontrando que los
grupos tratados con cimetidina presentaron una reduccién de espermatogonias y
espermatocitos en los tubulos seminiferos, mientras que los tubulos de las ratas con
suplemento de vitamina B12 incrementaron sus espermatogonias y espermatocitos.
La falta de una diferencia significativa en el indice de diferenciacion en nuestro estudio
con una tendencia superior en el grupo MCD (7.58) puede atribuirse entonces a que
el tratamiento con la dieta MCD solo fue de 6 semanas, lo cual no fue tiempo suficiente
como para provocar una reduccién considerable de células germinales. Una dieta mas
prolongada por ejemplo del doble de tiempo como las citadas en esta discusion, podria
tener mayores efectos en cuanto a alteraciones histolégicas.

El indice de madurez de Jonhsen no se afectdé significativamente por la dieta MCD
aunque disminuy6 ligeramente (Figura 9). Yamada et al. (2007) encontraron dafios
histoldgicos testiculares notorios en ratas tratadas con una dieta deficiente en vitamina
B12, como atrofia en los tubulos seminiferos y aplasia de las espermatidas y los
espermatozoides. Al igual que para el indice de diferenciacion las diferencias entre
estos resultados pueden deberse a los tiempos durante los cuales se aplicé la dieta a
los animales, pues en el experimento de Yamada et al. (2007) la dieta se suministro
durante 120 dias, mientras que en este estudio la dieta se dio durante 45 dias, o bien

podria influir también el niUmero de muestra.

Inmunofluorescencia

Attia y Elmansy (2013) detectaron la presencia del ERa en las células de Leydig del
tracto reproductivo de ratas tratadas con una dieta estandar; por el contrario, en las
células de Sertoli, las espermatogonias y los espermatocitos no se detecto la presencia
del receptor. En este trabajo, la presencia del ERa se detecto en el tejido conectivo
intersticial en las células de Leydig de las ratas alimentadas con una dieta normal, lo
gue refuerza lo observado en el estudio previamente sefialado. Sin embargo, esta

expresion también se observo en las mismas zonas en los tejidos de las ratas MCD,
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aungue con menor intensidad de fluorescencia, lo que continta reforzando la idea de
gue la prolongacion de la dieta puede ser factor determinante para ver sus efectos de
manera evidente. Para el receptor de estrogenos beta los resultados fueron similares
con una intensidad ligeramente mayor en el grupo control respecto al tratado. Varios
estudios como los de Saunders et al. (2001) y Nie et al. (2002) demostraron la
presencia del receptor de estrégenos beta en las células de Leydig de mamiferos. Su
presencia fue evidente en los dos grupos, lo cual refuerza lo observado en estudios
previos, pero sigue dando lugar al debate sobre la prolongacion en la cual se
administran las dietas para obtener resultados que permitan observar las
modificaciones esperadas.

Ayuob et al. (2015) detectaron al receptor de andrégenos en ratas tratadas con una
dieta normal, mientras que en ratas diabéticas la expresion del receptor se encontraba
disminuida, lo cual podria indicar que en ciertas patologias su expresion disminuye. En
el presente estudio, este receptor se observa en las ratas control; de manera
interesante, en los grupos de dieta MCD, se expres6 con una intensidad mayor. No
existen aun estudios suficientes sobre la expresion de este receptor en dietas con
deficiencia de donadores de grupos metilo para ratas, por lo cual es dificil comparar
estos resultados. A pesar de esto, lo observado en nuestro estudio demuestra un
comportamiento distinto entre el ERa con respecto al ERB y andrégenos, mientas que
el ERa tuvo una expresion mayor en el grupo control (8.04 contra 7.13), el ERB y
andrégenos mostraron una expresion mayor en el grupo MCD (7.10 contra 8.09 y
12.85 contra 14.25 respectivamente).

La disposicién de las células germinales en el epitelio seminifero humano parece
relativamente cadtica cuando se observa un tibulo seminifero en su totalidad. Como
resultado, la cuantificacion de los efectos toxicos sobre la espermatogénesis es una
tarea mucho mas dificil en los seres humanos, y la comparacion directa con modelos
animales puede no ser siempre posible o justificada. Se han descrito otros métodos
mas cuantitativos para la determinacion de las tasas de produccion de
espermatozoides a partir de la histologia testicular en humanos, incluida la
enumeracion de espermatocitos y/o la determinacién del nimero de espermatidas; y

también se pueden aplicar para evaluar la toxicidad reproductiva si se pueden obtener
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muestras testiculares (Working 1988). Es por esto por lo que extrapolar los resultados
obtenidos en este estudio a la especie humana resulta complicado y puede generar
inexactitudes a la hora de determinar las consecuencias de una dieta deficiente en
donadores de metilo. Sin embargo, es interesante realizar una comparativa tentativa
entre ambas especies con la intencién de seguir dilucidando los mecanismos que

conducen a patologias como infertilidad en humanos.

Conclusioén

Una dieta con deficiencia en donadores de metilo produce alteraciones cuantificables
en el testiculo de rata a nivel histolégico y modifica la expresion de receptores
hormonales, y el tiempo de administracion de ésta influye en la magnitud de las

modificaciones observadas.

Perspectivas

Aumentar el numero de muestra especialmente en cuanto a la parte de

inmunohistoquimica para poder tener resultados mas robustos.
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Anexos

Anexo 1. Hematoxilina de Harris

2.5 g de hematoxilina en cristales

25 mL de alcohol 96°

50 g de sulfato de amonio y aluminio

1.25 g de oxido rojo de mercurio

500 mL de agua destilada

Nota: La hematoxilina es un colorante basico y tifie nlcleos de azul, citoplasmas en
rosa, musculo en tonos rojizos a rosados, glébulos rojos en naranja o rojo y la fibrina

en rosa intenso.

Anexo 2. Hematoxilina de Weigert

Solucion “A”

1 g de hematoxilina

100 mL de alcohol 95°.

Solucion “B”

Solucion de cloruro férrico al 29% 4 mL,

Agua destilada 95 mL,

Acido clorhidrico 1 mL.

Solucion de trabajo: solucion “A” y “B” 1:1.

Se deja madurar por un mes en la oscuridad.

Nota: La hematoxilina es un colorante basico y tifie nucleos de azul, citoplasmas en
rosa, musculo en tonos rojizos a rosados, globulos rojos en naranja o rojo y la fibrina

en rosa intenso.

45



Anexo 3. Eosina de Carnegie

4 g de eosina amarillenta (Cl 45380) eosina azulada (CI 45400), y eosina soluble en
alcohol (Cl 45386),

100 mL de alcohol 96°

300 mL de agua destilada.

Nota: La eosina es un colorante acido que se une a elementos del citoplasma y de la

matriz extracelular. De los tres tipos de eosina, la eosina amarillenta es la mas usada.

Anexo 4. Fucsina-Escarlata

90 mL de Escarlata de Biebrich (C.l. 26905) al 1% en H20 destilada,

9 mL de fucsina &acida en solucion acuosa al 1% en H20 destilada

1 mL de acido acético glacial.

Nota: La fucsina escarlata o fucsina &cida-escarlata de Briebrich- es una mezcla
basada en la fucsina, colorante de color magenta que se usa normalmente en tinciones

tricromicas como Masson.

Anexo 5. Azul de anilina

2.5 g de azul de anilina

2 mL de acido acético glacial

100 mL de H20 destilada.

Nota: El azul de anilina o sus constituyentes se utilizan para tefir el colageno, ya que

las fibras se tinen en la tricromica de Masson.
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Anexo 6. Acido fosfotiingstico/fosfomolibdico

5 g de ac. fosfomolibdico,

5 g de ac. fosfotlngstico

200 mL de agua destilada

Nota: El acido fosfotingstico se une a las fibras de colageno y tejido conectivo y

sustituye los aniones de estos materiales de forma selectiva para generar blanqueo.

Anexo 7. Deshidratacion de los cortes

Etanol 80° 60 minutos

Etanol 96° 60 minutos X2

Etanol absoluto 60 minutos X2
Etanol absoluto y xilol 1:1 60 minutos
Xilol 60 minutos X2

Parafina 60 minutos X2

Anexo 8. Rehidratacion de los cortes

Xilol 5 min X2

Alcohol absoluto 5 min X2
Alcohol 96° 5 min X2
Agua destilada 5 min X2
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Anexo 9. indice de maduraciéon o de Jonhsen

Puntaje Maduracion

=Y
(@]

Espermatogénesis completa con gran cantidad de espermatozoides
(mas de 6).

Espermatogénesis completa con poca cantidad de espermatozoides (5
por tubo).

No hay espermatozoides maduros, presencia de espermatidas
maduras en diferenciacion.

Gran cantidad de espermatidas sin algun signo de diferenciacion (mas
de 6).

Presencia de pocas espermatidas (5 por tubo).

Gran cantidad de espermatocitos presentes (mas de 6).

Pocos espermatocitos presentes (5 por tubo).

Presencia Unicamente de espermatogonias.

No hay células germinales, solo estan presentes las células de Sertoli.

No hay células en el tubo seminifero.

ER
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