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LPO, lipoperoxidacion
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RA, receptor para andrégenos
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La obesidad es un problema de salud mundial, el cual ha ido en aumento en los
ultimos anos, y se le ha asociado con diversas alteraciones, entre las cuales se
mencionan las cardiopatias, cancer, diabetes, problemas metabdlicos, asi como, la
infertilidad masculina, debido a que se han presentado casos de hombres obesos
con problemas de subinfertilidad y alteracion en los parametros espermaticos, razon
por la cual ha llevado a distintos investigadores a estudiar la relacion entre el indice
de masa corporal (IMC) y la calidad seminal, reportando que durante la obesidad
se genera un incremento de tejido adiposo el cual es capaz de inducir alteraciones
endocrinas y fisicas. A pesar de esto pocos estudios le han dado importancia al
sobrepeso, de tal modo que se desconoce si ya en estados fisiolégicos de
sobrepeso se suscitan cambios que pudieran causar modificaciones en los factores

hormonales y fisicos.

Por otro lado, se sabe que, en estados fisioloégicos normales, las especies reactivas
de oxigeno (EROs) se encuentran presentes en todas las células, las cuales son
moléculas que tienen la capacidad de actuar como segundos mensajeros
estimulando respuestas como la supervivencia, pero cuando estas moléculas
sobrepasan concentraciones fisiolégicas normales se genera estrés oxidante que
trae consigo dafno o muerte celular. Para contrarrestar el posible efecto nocivo de
EROs, esta presente el sistema enzimatico antioxidante, el cual se compone de:

superoéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GPx).

Debido a la importancia que cumplen estas enzimas antioxidantes como agentes
protectores para las células, es de relevancia conocer si estan implicadas en la
proteccion en el tracto reproductor masculino, pues poco se ha descrito en cuanto
a las alteraciones fisicas implicadas en la obesidad y hasta el momento se
desconoce si el incremento de tejido adiposo en la zona escrotal, pudiese alterar la
actividad enzimatica antioxidante y también se desconoce cuéles antioxidantes se

encargan de brindar proteccion.



Por ello en este trabajo se plantea que al inducir sobrepeso u obesidad por una dieta
hiperlipidica, se vera alterada la funcion de las enzimas antioxidantes en el testiculo
y epididimo de la rata Wistar, como respuesta ante el posible estrés oxidante. Para
lo cual, se evaluaron parametros espermaticos de viabilidad y morfologia en el
semen de ratas Wistar, a las cuales se les administré una dieta hiperlipidica al 10%
y 60% de grasas y se encontrd que el porcentaje de espermatozoides vivos se ve
disminuido en los grupos de sobrepeso y obesidad con respecto al grupo control,
ademas de que se presentd un incremento en las anormalidades del
espermatozoide principalmente de pieza media, flagelo angulado y enrollado en los

grupos de sobrepeso y obesidad con respecto al grupo control.

En cuanto a la actividad especifica de las enzimas antioxidantes: SOD, CAT y GPx,
se obtuvo un aumento en las actividades enzimaticas de los antioxidantes para los
grupos de ratas con sobrepeso y obesidad comparado con los controles que
recibieron una dieta balanceada, estos resultados indican que probablemente se
debe a un incremento en la produccion de ERO en los estados fisiologicos de
sobrepeso y obesidad, como un intento por proteger a las células contra el dafo

oxidativo.

Por tanto, el sistema de proteccion enzimatico antioxidante es eficiente al proteger
contra el dafo de EROs, siendo las condiciones de sobrepeso y obesidad factores
que pueden inducir subfertilidad, al comenzar a presentarse dafos en la calidad

espermatica.
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INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad se definen como un exceso de energia, la cual se
deposita en forma de grasa, se caracterizan por el aumento de peso, siendo este,
resultado del desbalance entre el consumo calérico y gasto energético (Cabler, et
al., 2010; OMS, 2018).

La medida mas utilizada para determinar el grado de obesidad que es danino para
la salud en el humano, es el indice de masa corporal (IMC), el cual se encarga de
categorizar los niveles de masa corporal como: bajo peso, normopeso, sobrepeso y
obesidad; el IMC esta dado en (Kg/m?), el cual indica la relacion entre peso y talla
al cuadrado y de acuerdo a la OMS; define al sobrepeso cuando el IMC de un
individuo es mayor o igual a 25 Kg/m? y obesidad cuando el IMC es mayor o igual a
30 Kg/m? (Du Plessis, et al., 2010; OMS, 2018).

De acuerdo a la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos
(OCDE), se estimé que mas de dos terceras partes de la poblacion tendran
sobrepeso u obesidad para el 2020. En donde México proyecta ser uno de los
paises con una creciente poblacion con obesidad y sobrepeso a nivel mundial,
donde fallecen 4.3 millones de personas adultas anualmente (Juarez, et al., 2011;
OMS 2018).

Epidemiolégicamente la obesidad, no solo ha sido foco principal de defunciones en
la poblacion mundial, si no también, aumenta el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares, hipertension, diabetes, sindrome metabdlico, asi como,
infertilidad masculina (Juarez. et al., 2011). Tanto el sobrepeso como la obesidad,
generan alteraciones en el organismo que afectan a la salud, ademas, en los ultimos
50 afnos se ha correlacionado el incremento del IMC con respecto a la disminucién
en la fertilidad masculina, en donde se han reportado hombres con un IMC mayor a
30, los cuales presentan hipogonadismo, lo que altera la calidad espermatica

(Eisenberg ML, 2014; Fan Y, 2015). Se ha observado que la disminucion de la
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calidad seminal y el potencial reproductivo masculino, continuan disminuyendo
anualmente, observando los mismos patrones en otros paises en los que es
frecuente la obesidad (Cabler, et al., 2010; Jia, et al., 2018); reportando que la
mayoria de los pacientes infértiles presentan obesidad o bien, que en las parejas
que experimentaban subfertilidad, la pareja masculina era obesa; lo que insinua alto
riesgo de subfertilidad al reducir la capacidad de reproduccion (Magnusdottir, et al.,
2005).

Existen evidencias de que en estados fisiologicos de obesidad tanto en modelos
animales como en humanos se presenta un incremento de tejido adiposo y se ha
reportado que tiene efectos negativos en la fertiidad masculina, asociando el
incremento de tejido adiposo con el aumento en las alteraciones hormonales y
fisicas, como el incremento de la temperatura escrotal (Raad, et al., 2016; Vigueras-
Villasefor, et al, 2010); en cuanto a las alteraciones hormonales han referido una
baja concentracién de testosterona y un incremento en los niveles de estradiol y
leptina, sin embargo, en cuanto a los factores fisicos solo se ha sugerido que la
presencia e incremento de tejido adiposo en la zona escrotal pudiera incrementar la
temperatura en esta area y conducir al desarrollo de estrés oxidante, de modo que
el conjunto de estos factores, podrian estar afectando el microambiente testicular y
epididimario, induciendo alteraciones en la fertilidad (Cabler, et al., 2010; Vigueras-
Villasefor et al., 2010).
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MARCO TEORICO

2.1 Aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino se compone de estructuras internas y externas,
de las estructuras internas cabe destacar el testiculo y el epididimo; ya que la
importancia de estas estructuras radica en sus funciones, pues a través de ellas se
formara vy adquiere la capacidad fertilizante el gameto masculino (Robaire y
Hamzeh, 2011; Ross y Pawlina, 2016; O’Donnell, et al., 2017).

Vajiga
rinaria
,—=Ampaolla
,,-f"“f —Vesicula
=T seminal
Prostats -t e ¥ 4 Conducto
oo el eyaculador
Urerma-~. 00 Glandula
bulbouretral
Tejido=—— T ——
erectil = —Conducta
deferante
p i
repucio — e
o — e
Glande del ,-"‘ £ —Epididimo
pEna
A Tastic uln’f ™~ Escroto

Figura 1. Imagen que muestra las distintas partes del aparato reproductor masculino.
Adaptada de Arthur C. Guyton and John E. Hall, 2011.

2.2 Estructura y componentes del testiculo

El testiculo, es un érgano ovoide, se encuentra en pares y estan alojados en el
escroto, fuera de la cavidad abdominal; estan recubiertos por la tunica albuginea
que es una capsula de tejido conectivo que los protege, ademas de intervenir en la
regulacion del flujo sanguineo y del movimiento de los espermatozoides a través de
contracciones ritmicas (Robaire y Hamzeh, 2011). Principalmente cumple con dos
funciones basicas: la sintesis endocrina de esteroides y el proceso de formacion de
espermatozoides, conocido como espermatogénesis (Ganong, 2002; Hiatt y
Gartner, 2003; Knobil, 2006).
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Figura 2. Estructura interna del testiculo y epididimo. Adaptado Adaptada de Arthur C.
Guyton and John E. Hall, 2011

En el interior de cada testiculo se ubican los tubulos seminiferos en donde se lleva
a cabo la espermatogénesis, estos tubulos seminiferos desembocan en la rete
testis, que son canales anastomosados que se ubican dentro del medistino testicular
y cuyo epitelio esta involucrado en la endocitosis de proteinas y moléculas
procedentes del lumen de los tubulos seminiferos. La rete testis se continua con los
conductos eferentes los cuales se comunican con el epididimo (Robaire y Hamzeh,
2011; O’'Donnell, et al., 2017).

Cada tubulo seminifero esta revestido por una lamina propia que contiene células
mioepiteliales contractiles cuya funcidbn es movilizar a los espermatozoides
inmaduros a la rete testis; el interior de los tubulos esta conformado por epitelio
seminifero, el cual esta constituido por células somaticas de Sertoli y células
germinales masculinas, las cuales se encuentran en diversas etapas de desarrollo,
ademas el epitelio seminifero esta rodeado por una membrana basal y células
miofibroblasticas, mientras que entre los tubulos se haya el espacio intersticial
caracteristico por contener células de Leydig, sangre, vasos linfaticos y células del
sistema inmune como macréfagos y linfocitos (Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y
Pawlina, 2016; O’Donnell, et al., 2017).
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2.3 Principales tipos celulares en testiculo

» Las células de Leydig se ubican en el espacio intersticial y estas suelen formar
agrupaciones las cuales se encuentran en estrecho contacto con los vasos
sanguineos. Su tamano es de 20 ym y su funcion principal es la produccion de
hormonas esteroideas, lo que permite mantener a la espermatogénesis, la
maduracién espermatica epididimaria y los caracteres sexuales secundarios
masculinos (Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y Pawlina, 2016) .

» Las células de Sertoli, son células somaticas ubicadas internamente en los
tubulos seminiferos, que brindan soporte fisico y nutricional a las células
germinales, interviniendo en la diferenciacion y funcion de las células germinales
y endoteliales, sin embargo, también se encargan de fagocitar aquellas células
que se degeneran, permiten ademas la liberacion de espermatidas maduras.
Estas células también regulan la espermatogénesis, lo cual esta en relacion de
su numero y funcidn (Robaire y Hamzeh, 2011; O’Donnell, et al., 2017).

Las células de Sertoli forman uniones de oclusion, lo que contribuye a formar la

barrera hematotesticular, cruciales para generar el microambiente especializado

que permite y contribuyen al desarrollo de las células germinales, al impedir la
difusion o el paso de sustancias de la circulacion o intersticio hacia la parte interna
de los tubulos seminiferos. Las células germinales estan cercanas a la membrana
basal de los tubulos seminiferos, permitiendo que las células germinales tengan una
comunicacion directa con el intersticio, sin embargo, las células germinales que se
encuentran en etapas de meiosis y aquellas que aparecen en estados de

diferenciacion haploides, se encuentran alejadas de la barrera hematotesticular, y

por ende, su desarrollo y microambiente dependen por completo de las células de

Sertoli (Ross y Pawlina, 2016; O’Donnell, et al., 2017). Ademas, las células de

Sertoli  contienen receptores de FSH, mientras que las células de Leydig y las

células espermatogénicas contienen receptores de LH (Robaire y Hamzeh, 2011).

Las células de la serie espermatogénica, se componen por células basales

denominadas espermatogonias siendo las células pluripotentes mas

indiferenciadas, las cuales se encargan de la produccion de espermatozoides (Ross
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y Pawlina, 2016; O’'Donnell, et al., 2017). Después de las espermatogonias, se
encuentran los espermatocitos que surgen de la division mitética de las
espermatogonias, a partir de las cuales destacan los espermatocitos primarios y los
espermatocitos secundarios. Posteriormente se encuentran las espermatidas las
cuales surgen de la segunda division meidtica de los espermatocitos secundarios
por lo cual presentan la mitad del contenido cromosomico y finalmente en la zona
luminal se ubican los espermatozoides, que son las células mas diferenciadas y
cuya estructura se caracteriza principalmente por contener una cabeza y un flagelo
(Knobil, 2006; O’Donnell, et al., 2017).

Espermatozoides

Espermatocito
secundario

Espermatocito
primario

= ;-. i Células de
i .‘_'gLHfd'l] (células

%~ intersticiales)

seminiferos

Figura 3. Epitelio testicular. A. Corte transversal en tubulo seminifero donde se muestran
las células que conforman este epitelio. B. Fases del desarrollo de los espermatozoides.
Adaptada de Arthur C. Guyton and John E. Hall, 2011.

En el testiculo la testosterona cumple varias funciones como son: mantener las
uniones celulares especificas entre células de Sertoli, la progresion mitética, la
maduracion espermatica, la barrera hematotesticular (BTB), asi como, la asociacién
con las células de Sertoli, procesos que en conjunto van a generar el ambiente
idoneo para que se efectue la diferenciacion de las células germinales a
espermatozoides (Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y Pawlina, 2016; O’Donnell, et al.,
2017).
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2.4 Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso por el cual las espermatogonias se
transforman es espermatozoides (Knobil, 2006; O’'Donnell, et al., 2017), el proceso
comienza con una fase proliferativa de espermatogonias a espermatocitos mediante
el proceso de mitosis, que inicia con la sintesis de ADN, permitiendo la formacion
de un gameto tetraploide, dando origen a los cromosomas homélogos y efectuar
posteriormente una recombinacion meidtica, al final los espermatocitos de primer
orden, llevan a cabo dos divisiones meidticas, diferenciandose primero en
espermatocitos de segundo orden y luego en espermatidas (ambos haploides); una
vez formadas las espermatidas sufren un proceso de espermiogénesis el cual
implica una serie de transformaciones para convertirse en espermatozoides, estas
transformaciones se presentan simultaneamente e implican: la reduccidn nuclear,
la condensacion del material genético dado por la sustitucion de histonas por
protaminas, formacion de la vesicula acrosomal a partir del aparato de Golgi,
crecimiento de un flagelo a partir de la region centriolar, reacomodo mitocondrial en
la parte proximal del flagelo, reduccion citoplasmatica y formacidén del cuerpo
residual, para finalmente inducir la liberacion del espermatozoide inmaduro a la luz
del tubulo, para su posterior paso al epididimo, que es el lugar en donde se lleva a
cabo el proceso de maduracidén espermatica (Hiatt y Gartner, 2003; O’Donnell, et
al., 2017). Una vez que los espermatozoides abandonan el testiculo, aun no han
adquirido la capacidad para fertilizar a un ovocito, por lo que requieren pasar por
otro proceso a través de la estructura denominada epididimo en donde van adquirir
la capacidad fertilizante y la movilidad (Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y Pawlina,
2016; O’'Donnell, et al., 2017).

Las células de Sertoli mantienen el proceso de espermatogénesis, a través de la
sintesis de una proteina fijadora de andrégenos (ABP), cuya finalidad es unir a la
testosterona impidiendo que esta salga de los tubulos seminiferos, incrementando
asi los niveles de testosterona hasta alcanzar concentraciones idéneas que la
mantengan (Hiatt y Gartner, 2003; O’Donnell, et al., 2017).
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3. Estructura y regiones del epididimo

El epididimo es un tubulo que se encuentra super enrollado y consta de una capa
fibrosa que lo recubre, se encuentra ubicado en el polo posterior del testiculo. En el
epididimo se describen cuatro segmentos principales: Segmento inicial, cuya
funcién es recibir al flujo que contiene a los espermatozoides inmaduros, Caput,
donde los espermatozoides comienzan la maduracién, Corpus, que es la region mas
estrecha y es aqui en donde los espermatozoides adquieren la movilidad y terminan
la maduracion, ademas este segmento se conecta con la ultima region denominada
Cauda, la cual tiene una apariencia globosa y se encarga en la mayoria de las
especies, del almacenamiento de los espermatozoides (pueden permanecer
almacenados por mas de cuatro semanas) (Knobil, 2006; Robaire y Hamzeh, 2011;
O’Donnell, et al., 2017).

En las regiones del epididimo se encuentran distintos tipos celulares, que brindan
soporte, estabilidad al érgano, asi como el microambiente ideal para los
espermatozoides, la expresion de genes y sintesis de proteinas se expresan de
diferente forma en cada regién del epididimo ( Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y
Pawlina, 2016; Ruiz V.L., et al., 2016; O’'Donnell, et al., 2017).

3.1 Tipos celulares del epididimo

» Células principales: se encuentran a lo largo del conducto epididimario, pero
con diferencias estructurales en cada region y constituyen entre el 65 y el 80%
del total de las células que conforman el epididimo. Una de sus principales
funciones es la conversion de testosterona a dihidrotestosterona, también se
encargan de absorber los fluidos que provienen del testiculo y secretan proteinas,
serotonina, prostaglandinas, aminoacidos, carbohidratos, lipidos y electrolitos
(Robaire y Hamzeh, 2011).

» Células basales: efectuan una marcada sintesis de proteinas que liberan al
lumen, ademas de mantener el ambiente i6nico y el pH del epididimo para
generar un microambiente adecuado y se encuentran presentes a lo largo del

conducto epididimario (Robaire y Hamzeh, 2011).
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» Células de Halo: cumplen un papel inmunolégico y de fagocitosis, se encuentran
presentes en todo el epitelio epididimario (Robaire y Hinton, 2015).

» Células claras: solo estan presentes en la etapa adulta de los mamiferos y se
encuentran unicamente en el segmento inicial y zona intermedia, tienen una
funcion endocitica e intervienen en la secrecion de iones H* hacia la luz del
epididimo (Robaire y Hinton, 2015).

» Células apicales y estrechas: las apicales estan presentes en el segmento
inicial y la zona intermedia, mientras que las estrechas se ubican a lo largo del
conducto epididimario y ambas participan conjuntamente en la acidificacion del
fluido seminal (Robaire y Hinton, 2015).

La testosterona no solo es esencial para que se efectue la espermatogénesis en el

testiculo, también es la responsable de mantener la estructura y la funcién del

epididimo, pues se encargan de la secrecion de glicoproteinas, glucolipidos y

fosfolipidos hacia el lumen del epididimo, originando el denominado flujo

epididimario, necesario para la supervivencia y maduracién de los espermatozoides

(O’Donnell, et al., 2017; Robaire y Hamzeh, 2011; Ross y Pawlina, 2016).

Segmento "A
R inicial I“

Células

Epididimo

Estrecha
| |Claras
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Basales

Conducto ¥
deferente

-~

Figura 4. Esquema representativo del epididimo, donde se sefialan las tres regiones que
lo componen (cabeza o caput, cuerpo o corpusy cola o cauda), asi como los tipos celulares
encontrados en el epitelio epididimario. Adaptado de Shum et al., 2009.
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3.2 Funcidn epididimaria: maduraciéon y almacenamiento de espermatozoides

El espermatozoide recién formado y liberado a la luz de los tubulos seminiferos en
el testiculo, aun es un espermatozoide inmaduro, es decir no tiene la capacidad de
fertilizar a un ovocito, para ello le hace falta pasar por una serie de cambios
denominados capacitacion fertilizante (Olivera, et al., 2006), estos cambios
consisten en una serie de modificaciones estructurales que le permitiran al
espermatozoide adquirir capacidad de movimiento para alcanzar su objetivo y
cambios en sus membranas para que se produzca la fusion de su material genético
con la del gameto femenino.

En el epididimo, los espermatozoides sufren el proceso de maduracion que consiste
en adquirir de forma gradual la capacidad fecundante, la cual se acompafna de
cambios fisicos y morfologicos. Este proceso da inicio en el testiculo y continua
después de que éstos son liberados en la luz de los tubulos seminiferos, pasando
al sistema de tubulos eferentes y enseguida al epididimo; entre las
transformaciones que experimenta el espermatozoide para adquirir la maduracion,
esta la adquisicion de la movilidad, cambios morfologicos (migracion de la gota
citoplasmatica, condensacién del acrosoma), modificaciones fisicas
(autoaglutinacion, aumento de la densidad especifica, etc.) y alteraciones nucleares
(Regalado Sanchez, 1992; Gatti, et al., 2004).

Una vez que el espermatozoide ha adquirido estas caracteristicas en su transito por
el epididimo, son almacenados en la cola del epididimo hasta su eyaculacién. Una
vez eyaculado el semen y depositado en el tracto femenino, los espermatozoides
viajan hasta el istmo, donde son retenidos por las criptas oviductales, lo que da
comienzo a la capacitacién, que es el proceso mediante el cual los espermatozoides
pierden los factores decapacitantes, lo que conlleva al proceso de capacitacion,
donde el espermatozoide adquiere la hiperactivacion y la reaccién acrosomal, para
finalmente ser liberado de las criptas hacia el ampula para su encuentro con el
oocito, donde se da el reconocimiento y adherencia para que el espermatozoide
atraviese la zona pelucida (Olivera, et al., 2006; Gatti, et al., 2004; Robaire, et al.,
2006; Visconti, et al., 2011).
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4. Regulacién hormonal en testiculo y epididimo

Testiculo y epididimo son érganos androgeno dependientes, los andrégenos son
hormonas esteroideas implicadas en diversas funciones, entre las que se encuentra
el mantenimiento de la morfofisiologia de estos 6rganos. La testosterona se
sintetiza y secreta en los testiculos por las células de Leydig, la cual se une a ABP
y la dirige hasta sus células blanco, sean estas las células de Sertoli en el testiculo
o bien puede ser transportada hasta el epitelio epididimario, una vez que llega a su
célula blanco la testosterona es reconocida por el receptor de andrégenos (RA) y
una vez que se internaliza en la célula, la testosterona sufre una transformacion a
5a-dihidrotestosterona (DHT), reaccion que es mediada por la 5a-reductasa, siendo
este metabolito la forma activa de la testosterona (Robaire y Hamzeh, 2011).

Sin embargo, estos 6rganos no solo son regulados por andrégenos sino también
por estrogenos, los cuales de igual forma son mediados por la testosterona, de tal
modo que esta no solo se transforma en DHT si no también puede ser aromatizada
a 17B-estradiol (E2) por medio de la enzima aromatasa P450, siendo estos procesos
indispensables para mantener y asegurar que se desarrollen los procesos de
espermatogénesis, maduracion y almacenamiento espermatico (Kerkhofs, et al.,
2012; Hernandez-Rodriguez, et al., 2016).

La importancia de los estrogenos radica en que estos participan en la diferenciacion
de las células germinales pues permite que éstas logren diferenciarse a
espermatozoides, debido a que se ha reportado la presencia de receptores de
estrégenos (RE) en células de Sertoli, Leydig, germinales, espermatocitos,
espermatogonias, asi como en la gota citoplasmatica de espermatozoides, lo que
indica que su participacion junto con la testosterona es indispensable para mantener
el ambiente idoéneo que permita el desarrollo y supervivencia de los
espermatozoides; de igual manera se han encontrado también receptores de
estrogenos en la rete testis , conductos eferentes y en el caput, corpus y cauda del
epididimo, siendo los estrogenos también indispensables para que se realice la
maduracion espermatica (Couse, et al., 1997; Hess, et al., 1997b; Sar y Welsch,
2000).
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4.1 Regulacién hormonal mediada por el eje HHT

La funcién testicular no es autbnoma, pues se regula por el eje hipotalamo-hipdfisis-
testiculo (HHT), el cual constituye un sistema que regula y mantiene el equilibrio de
los niveles hormonales hipofisiarios y testiculares (Cabler, et al., 2010; Oliveira, et
al., 2017).

La estimulacion hormonal necesaria para que se efectue la espermatogénesis
comienza en el hipotalamo con la produccién del factor liberador de gonadotropina
GnRH, el cual estimula al I6bulo anterior de la hipdfisis para secretar la hormona
foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), las cuales actuan sobre
las células de Leydig y las de Sertoli.  La secrecién de GnRH es modulada por
neurotransmisores, los cuales son estimulados por impulsos alfa adrenérgicos, de
modo que la GnRH es liberada por el hipotalamo de forma pulsatil; la amplitud y
frecuencia de los impulsos de GnRH son los que condicionan la liberacion de las
hormonas FSH y LH (Cabler, et al., 2010; Chavarro, et al., 2010; Du Plessis, et al.,
2010) . FSH y LH son transportadas por el torrente sanguineo hasta alcanzar su
organo blanco: el testiculo. En el testiculo, FSH se une a sus receptores ubicados
en las células de Sertoli, estimulando la liberacion de inhibina B y activina, las cuales
regulan la secrecion de FSH; mientras que LH en las células de Leydig, regula y
estimula la sintesis de testosterona (Gonzalez, 2017; Ross y Pawlina, 2016;
O’Donnell, et al., 2017).

5.1 Especies Reactivas de Oxigeno

Durante los ultimos 50 afios las EROs han emergido como importantes reguladores
de procesos fisioldgicos y fisiopatologicos, tal es el caso del papel que ejercen sobre
la fertilidad masculina. En concentraciones moderadas y controladas, los radicales
libres (RL) son indispensables para que se lleve a cabo el proceso de maduracién
y capacitacion del espermatozoide. Pero al aumentar la generacion de RL vy
disminuir su eliminacion, a través de los antioxidantes, se presenta un impacto

negativo sobre los gametos masculinos causandoles danos a nivel de ADN o bien
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induciéndoles procesos de peroxidacion lipidica en la membrana celular, con lo cual

se compromete la viabilidad de los mismos.

5.2 Radicales Libres

El estrés oxidante es un proceso que ocurre a nivel celular y se refiere a un
desbalance entre el aumento de la produccion de RL y el decremento del sistema
antioxidante (Gutiérrez, 2002; Valdecantos, et al., 2009).

Los RL son moléculas que se caracterizan por contener en su ultima orbita uno o
mas electrones desapareados, lo que les da un caracter paramagnético,
volviéndolas moléculas muy inestables y altamente reactivas con capacidad para
atacar cualquier tipo de biomolécula; cuando los RL interactuan con biomoléculas
(lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc.) que forman parte de la estructura celular
pueden generan un dano, al tratar de recuperar su estabilidad electrénica. Ademas,
los RL tienen una vida media relativamente corta y se demostré que la reactividad
de estas moléculas se correlaciona inversamente con la vida media y la capacidad
de difusion en el medio celular (Finkel y Holbrook, 2000; Elejalde, 2001).

La formacion de RL puede darse a través de diversos mecanismos, siendo la adicidon
de un electrén a una molécula estable el mas comun. Una vez formado el RL, busca
la manera de conseguir una configuracion estable por ello interactua con otras
biomoléculas a través de reacciones de oxido reduccion (redox). Dicho mecanismo
genera la produccion de RL, que posteriormente se continua como una reaccion en
cadena (Corrales y Mufioz, 2012).

Algunos investigadores clasifican a los RL de acuerdo al grupo funcional presente
en la molécula: bromo, nitrégeno, tioles, fésforo, oxigeno, cloro, entre otros, aunque
los denominados especies reactivas de oxigeno (ERO) son los mas comunes y son
de gran importancia debido a su participacion en diferentes procesos aerébicos
(Macedo-Marquez, 2012).
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En el caso de radicales libres cuyo grupo funcional es el oxigeno, se les denomina
ERO. El oxigeno molecular (O2) es un diradical con capacidad a ser reducido a H20
como un producto terminal en la cadena transportadora de electrones, durante este
proceso de donacion de electrones se pueden generar ERO como intermediarios.
Este proceso ocurre de la siguiente manera: cuando se presenta la donacion de un
unico electron al O2, se original el radical superdxido (O2 ), mientras que la
donacién de un segundo electron da lugar al perdxido, que al protonarse forma
peroxido de hidrogeno (H202), posteriormente la donacion de un tercer electrén
(como ocurre en la reaccion de Fenton: Fe?* + H202 — Fe3* + :OH + OH-) genera
hidroxilo (-OH) y finalmente la donacion de un cuarto electron resulta en la
produccion de H20 (Macedo-Marquez, 2012).

Los RL pueden ser formados via exégena o enddgena. La principal fuente
enddgena de ERO se da en la mitocondria como resultado de la respiracion
mitocondrial, sin embargo, existen otras fuentes endégenas como los peroxisomas,
citocromo P450, asi como la fagocitosis. Se sabe que, las ERO participan en la
regulacion de la proliferacién vascular, migracién, apoptosis, modificacién de la
matriz extracelular, y actividad pro-coagulante, ademas de participar en la
angiogénesis (Bonello, et al., 2007; Saavedra, et al., 2010; Corrales y Mufoz, 2012;
Macedo-Marquez, 2012). Siendo la mitocondria, responsable de la produccion del
80% de las ERO producidas en el organismo, ademas de ser la Unica generadora
de O% (especie reactiva mas dafina para la célula) (Valdecantos, et al., 2009;
Macedo-Marquez, 2012; Arenas- Rios, et al., 2015).

5.3 Principales especies reactivas de oxigeno

¢ Anién superoéxido (O2 *-): Es el radical mas abundante a nivel celular. Se forma
principalmente en la cadena de transporte de electrones y en la fagocitosis,
actuando como defensa bactericida. Es generado en diferentes organelos
celulares como la mitocondria, reticulo endoplasmico y citosol. El anidén superéxido
es la primera molécula que se produce durante el metabolismo celular, la cual se

forma mayormente en la cadena respiratoria, por el transporte de electrones que
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se da entre los complejos que la conforman, los cuales son captados por el
oxigeno. Es poco reactivo, sin embargo, su toxicidad radica en la capacidad que
tiene a formar radicales hidroxil y oxigeno singulete ('O2) (Hansberg,2008).

ePeréxido de hidrégeno (H202): molécula conocida como agua oxigenada, la cual
no es un radical libre, pero es una forma reactiva ya que tiene la capacidad de
generar radicales hidroxilo cuando se encuentra en presencia de metales como el
hierro. Se ha descrito que esta molécula se origina cuando se aparean cada uno
de los electrones libres de una molécula de oxigeno con un electron de giro
contrario. Se forma principalmente en la matriz mitocondrial, al realizar la reduccion
parcial de oxigeno o en la dismutacién del radical superdxido por la enzima
superéxido dismutasa (SOD), también se genera en otros organelos celulares
como el reticulo endoplasmico, peroxisomas y citosol. El perdxido de hidrogeno es
menos reactivo que el peréxido de hidrogeno, aunque resulta toxico a
concentraciones mayores a 1uM, al tener la capacidad de formar moléculas como
el oxigeno singulete, asi como radicales hidroxil; es sin embargo, importante
sefalar que es indispensable la presencia de peroxido de hidrogeno debido a que
se encuentra implicado en procesos de maduracion y capacitacion espermatica,
puede difundirse en los compartimientos celulares y no interacciona con
aminoacidos, NADPH, acidos nucleicos y lipidos (Hansberg, 2008).

¢ Radical Hidroxil (HO-): Es de entre los radicales uno de los mas altamente
reactivos que existe, el cual tiene la capacidad de reaccionar con cualquier
compuesto celular, como: pirimidinas, desoxirribosa, aminoacidos y acidos grasos
lo cual implica que no pueda difundirse a través de los diferentes compartimientos
en la célula (Hansberg, 2008).

Cuando los lipidos que compone a las membranas celulares, son atacados por
EROs, se produce una lipoperoxidacién; esta reaccion ocurre en cadena y se
presenta en tres pasos: Iniciacion: Los lipidos de la membrana, contienen acidos
grasos, los cuales son atacados por radicales libres, dando origen a la formacion
de radicales libres lipidicos y estos a su vez pueden dar origen a radicales

lipoperdxidos al interaccionar con oxigeno molecular (Mekker, 2008),
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Propagacion: los radicales peréxilo continuan reaccionando con acidos grasos,
propagandose la formacion de radicales libres lipidicos; Terminacion: la reaccion
se finaliza solo si dos moléculas de peréxidos interactuan entre si o bien si estas

moléculas reaccionan con un antioxidante (Zenteno y Saldafia, 2008).

e Oxigeno Singlete (O2'): Este radical es altamente reactivo y se produce en
distintos procesos, como la fagocitosis, induccion luminosa, reacciones
catalizadas por peroxidasas, entre otras. Es capaz de modificar diferentes
biomoléculas como el DNA y causar dafos en las proteinas a través de la
oxidacion de ciertos grupos esenciales de aminoacidos entre los cuales se
encuentran; triptéfano, metionina, histidina y residuos de cisteina. Esta molécula
da inicio a la lipoperoxidacion generando RL como el alcoxilo (RO+) y peroxilo
(ROO¢) (Corrales y Mufioz, 2012; Macedo-Marquez, 2012; Saavedra, et al., 2010).

Vida media de los radicales y especies reactivas de oxigeno

RADICAL NOMBRE VIDA MEDIA
Oz Superdxido 10° s
H20:2 Peréxido de Hidrégeno Estable
HO- Radical hidroxil 10°%s
ROOH- Hidroperdéxido 7s

NO Radical de oxido nitrico -1s

Tabla 1. Vida media de los radicales y especies reactivas de oxigeno. Adaptado de
Galvan, et al., 2008.

5.4 Estrés oxidante

Se denomina estrés oxidante cuando se altera el desbalance entre la produccion de

RL y antioxidantes; el incremento del estrés oxidante puede resultar en un
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incremento de EROs, reduccion de sistemas antioxidantes, de un incremento de
catalisis prooxidante, o una combinacién de estos. Al ser las EROs moléculas con
alta reactividad, son capaces de reaccionar con diversas estructuras celulares, sus
principales blancos son los acidos grasos insaturados que constituyen la membrana
fosfolipidica, asi como los acidos nucleicos y las proteinas (Hicks, et al., 2006).

El metabolismo celular aerdbico utiliza dioxigeno como ultimo aceptor de electrones
en la cadena respiratoria lo que induce la produccion de ERO, quienes son capaces
de oxidar cualquier biomolécula (DNA, lipidos, carbohidratos y proteinas), lo cual
puede generar dafo en las estructuras celulares o bien conducir a la célula a
procesos apoptoéticos, cuando ERO se encuentra por encima de los antioxidantes
(Hicks, et al., 2006; Viada Pupo, et al., 2017).

La lipoperoxidacion es el proceso de oxidacion de los lipidos que afecta a las
membranas biolégicas debido a que estas estan conformadas por una enorme
cantidad de fosfolipidos y de acidos grasos poliinsaturados lo que las vuelve
vulnerables a la peroxidacion, pues los enlaces dobles carbono-carbono debilitan la
unidn carbono-hidrogeno del atomo del carbono vecino (Arenas-Rios, et al., 2015),
es decir los RL reaccionan con los lipidos insaturados lo que da lugar a la formacion
de dos fragmentos acil de acido graso, cada uno de los cuales, a su vez es un RL
con capacidad de atacar y formar nuevos RL y asi sucesivamente, formando una
reaccion en cadena, lo que conlleva a deteriorar estructural y funcionalmente la
membrana celular ( Pifa-Garza, 2007).

La oxidacion proteica, se describe como la modificacidon covalente de las proteinas
o bien por la afectacién de la cadena lateral de los aminoacidos. En general todos
los aminoacidos pueden ser blanco de las ERO, aunque algunos aminoacidos
suelen ser mas susceptibles como la metionina, el triptéfano, la fenilalanina, la
tirosina, la cisteina, leucina, valina, lisina, arginina, prolina y la histidina. Alteraciones
en la cadena lateral de aminoacidos pueden inducir cambios sobre la estructura y
funcién de la proteina, asi como fragmentacion o susceptibilidad a protedlisis. La
alteracién en la cadena lateral conduce a la exposicién de grupos carbonilos dada
por la ruptura de enlaces covalentes y no covalentes entre los diferentes

aminoacidos que forman la proteina. Dado que no existen sistemas de reparacion,
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estas proteinas oxidadas deben ser degradadas. Cuando los sistemas de
degradacion, como el proteosoma, no son capaces de eliminarlas de forma
adecuada, se acumulan en el interior celular, provocando toxicidad o muerte celular
(Olivares-Corichi, et al., 2006; Radak, et al., 2011).

En la molécula de ADN, los grupos nucleofilicos de la desoxirribosa y de las bases
nitrogenadas quedan expuestos al ataque electrofilico de las ERO, de modo que los
procesos de oxidacion en el ADN pueden provocar ruptura del esqueleto azucar
fosfato de una o de las 2 hebras, alteraciones en sus bases nitrogenadas (saturacion
o fragmentacién del anillo de timina), la rotura de la doble hélice y la formacién de
uniones cruzadas (cross-links) ADN-ADN o ADN- proteina esta serie de danos
causados a nivel DNA pueden inducir la apoptosis celular (Zorrylla Gracia, et al.,
2004; Radak, et al., 2011).

5.5 Senalizacion celular y las EROs

La sefalizacion celular es un proceso que requiere de una cascada de eventos tanto
extracelulares como intracelulares mediante los cuales permiten el adecuado
funcionamiento y comunicacion celular, siendo las EROs, moléculas que pueden
intervenir en este tipo de procesos, denominandolo senalizacion redox (Thannickal
et al., 2000). Dado que estas moléculas tienen un alta capacidad oxidante, pueden
alteran el estado redox de proteinas de modo tal que actuan como segundos
mensajeros desencadenando respuestas celulares de supervivencia o muerte
celular, estas respuestas estan mediadas por la concentracion de EROs, donde
niveles bajos desencadenan respuestas de sobrevivencia mediante la sintesis y
secrecion de enzimas antioxidantes, mientras que concentraciones elevadas de
EROs estimula a la produccion de moléculas pro-oxidantes que conlleva a procesos
apoptéticos(Sablina et al., 2005; Veal, et al., 2007).
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5.6 Defensas antioxidantes

Todo organismo y en especifico cada célula que lo conforma, cuentan con un
sistema de defensa, encargado de reparar y prevenir el dafio causado por las ERO,
ademas regula las vias de sefializacion sensibles a redox. Este sistema de defensa
puede ser un sistema antioxidante no enzimatico o bien un sistema enzimatico.

Los antioxidantes no enzimaticos, se encargan de proteger al organismo contra los
radicales libres, estos no son sintetizados por las propias células, sino que son
adquiridos a través de la dieta, entre los cuales se encuentran la vitamina C y E,
catorenoides, antioxidantes tidlicos (glutation, tiorredoxina y acido lupoico), entre
otros (10); mientras que los antioxidantes enzimaticos son sintetizados por las
propias células y son denominadas: superéxido dismutasa, catalasa y glutatiéon

peroxidasa ( Fig. 5).
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Figura 5. Sistema de defensa antioxidante. La superdxido dismutasa (SOD), convierte
el superoxido (O2-) en peroxido de hidrégeno (H2032). El H.O2 es eliminado por la catalasa
(CAT) y / o glutatiéon peroxidasa (GPx), lo cual lo convierte en agua y oxigeno molecular. Y
el glutation peroxidasa (GPx) provee un mecanismo de proteccion, utilizando glutation
reducido (GHS) y convirtiéndolo en glutation oxidado (GSSG), este luego es reducido
nuevamente por el glutation reductasa (GR). Adaptado de Macedo-Marquez, 2012.
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Ambos sistemas de defensa tienen como funcion colisionar con los RL, a fin de
transformar estos en moléculas menos perjudiciales. Los antioxidantes impiden que
otras moléculas se unan al oxigeno, interactuando con las ERO, antes de que estas
reaccionen con las moléculas que conforman a la célula, impidiendo asi, que se
genere un dafo a la misma. De modo que el propdsito del antioxidante es de
sacrificar su propia integridad molecular para lograr evitar alteraciones en las
moléculas (lipidos, proteinas, ADN, etc.) que le dan soporte, estructura y funcion a
la célula (Vaquero-Raya y Molero-Richard, 2004; Soto-Bernardini y Reventds-Vorst,
2008; Valdecantos, et al., 2009; Coronado, et al., 2015).

5.7 Sistema antioxidante enzimatico

e Superoxido dismutasa (SOD): Son una familia de 4 enzimas que catalizan la

dismutacion de O2 . Tres de estas enzimas presentan cofactores
mononucleares de Ni (NiSODs), Mn (MnSODs) o Fe (FeSODs) y solo una de
ellas contiene un cofactor con dos atomos metalicos (uno Cu** y una de Zn**).
En células eucariontes se ubican en el espacio extracelular, citosélico e
intramitocondrial. Se encargan de realizar la dismutacién del anién superdxido en
peréxido de hidrogeno (Coronado, etal., 2015; Macedo-Marquez, 2012;
Valdecantos, et al., 2009; Vaquero-Raya y Molero-Richard, 2004).

202+ 2H son . Oz + H202

Debido a la composicion de aminoacidos aromaticos de SOD y al efecto
hipercromico producido por los atomos de Cu++ y Zn++, el espectro de absorcién
ultravioleta de esta enzima presenta su mayor absorbancia a 258nm (Garcia, et al.,
1997).
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El catabolismo del H202 puede ser llevada a cabo por la CAT o por la GPx.

e Catalasa (CAT): Enzima oxidoreductasa, constituida por 4 subunidades, usa de
cofactor a hemo y manganeso, cataliza la descomposicion de H202, en O2 y H20.
Se encuentra en mitocondria y peroxisoma de los hepatocitos, riidn, tejido
conectivo y otros epitelios. La CAT contiene nicotinamida adenina dinucleétido
fosfatado en su forma reducida (NADPH) (Coronado, etal., 2015; Macedo-
Marquez, 2012; Peraza-Reyes, 2008; Valdecantos, et al., 2009).

HzOz + HzR: CaT . 2H:0 + Rz

La CAT ejerce reacciones cataliticas y peroxidativas. En la reaccion catalitica usa
como donadores a las moléculas de H202, mientras que en la reaccion peroxidativa
la CAT usa como donadores de hidrégeno al fenol, etanol, acido férmico, metanol y
formaldehido. Una molécula de CAT, cataliza la transformacion de 1x10” moléculas
de sustrato por segundo (Peraza-Reyes, 2008.)

¢ Glutation peroxidasa (GPx): es una enzima que utiliza como cofactor el selenio

y cataliza la reduccién de dos moléculas: la de H202 y la del lipoperdxido (L-OOH)
utilizando al glutation reducido (GSH). Se conocen 3 GPx: una plasmatica (GPx-
p), intracelular (GPx-c) y una con actividad para fosfolipoperéxido (GPX-PH). En
las células se localiza en el citosol de los eritrocitos, asi como en mitocondria y
citosol de células hepaticas y lisosoma de macréfagos (Coronado, et al., 2015;
Macedo-Marquez, 2012; Valdecantos, et al., 2009).

GPX-c y GPx-p catalizan la siguiente reaccion:

2G5H + H:0; GRX p G55G + 2H:0

GPx- PH cataliza la siguiente reaccion:

PHL-0OCH + 2G5H CFe # PHL-OH + H;O + G55G
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5.8 Enzimas antioxidantes en el tracto reproductor masculino

Estudios han reportado la presencia de enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx)
en el tracto reproductor de ratas, donde se ha mostrado que en el testiculo se
presentan elevadas concentraciones de GPx , mientras que en epididimo las
concentraciones son mas bajas, ademas de que estas enzimas se expresan de
forma diferente a lo largo del epididimo, en donde una isoenzima de GPx solo se
expresa en el caput, por lo que sugieren que esta enzima antioxidante participar en
la proteccion de los espermatozoides durante su transito por el epididimo (Vernet,
et al., 2001). Ademas, se ha reportado en ratas, la presencia de GPx al llegar estas
a la madurez sexual, lo que indica que participa en la espermatogénesis (Roveri, et
al., 1992).

Asi mismo se ha revelado la actividad enzimatica de SOD y GPX en
espermatozoides obtenidos en el caput y cauda del epididimo, mostrandose una
mayor actividad de estos antioxidantes en el caput del epididimo (Godeas, et al.,
1997; Tramer, et al., 1998). Otros estudios reportan en el testiculo la presencia de
SOD, las cuales son sintetizadas y secretadas por las células de Sertoli, asi como
por la serie de células germinales, sugiriendo que median el metabolismo del ion
superoéxido (Mruk, et al.,1998) y se ha visto en porcinos que la actividad de SOD
cambia conforme aumenta la edad, siendo significativamente mayor en cerdos
menores de 2 anos de edad comparados con cerdos de mas de 2 anos de edad
(Kowalowka, et al., 2008).

Las células germinales presentan alta actividad de SOD y baja actividad de GPx, lo
que indica que las células germinales son capaces de convertir el H202, por lo que
podrian tener dificultad en convertir los peréxidos a moléculas menos reactivas
(Aitken, 1989), y se ha descrito que las espermatogonias tienen gran tolerancia al
ataque de las ERO, mientras que células germinales mas diferenciadas suelen ser
muy susceptibles al dafio por ERO, pues se ha reportado que la presencia de SOD1
se ve disminuida en espermatocitos y espermatidas, debido a que los
espermatocitos, espermatidas y espermatozoides suelen sufrir procesos
apoptéticos asociados a las ERO, sin embargo, las espermatogonias no presentan
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dafo (Castillo-Castafeda, et al., 2016).

En el testiculo y el epididimo se encuentra presente la GPx-1, la GPx-3 se expresa
mayormente en el epididimo, aunque hay baja expresion en la region cefélica del
epididimo y es secretada hacia el lumen, mientras que en la cauda hay mayor
expresion (Schwaab, et al., 1995; Schwaab, et al., 1998). La GPx-4 tiene mayor
actividad en los testiculos con respecto al higado y al corazén, ademas se expresa
en las células germinales y en las células de Leydig (Cardenas-Rodriguez, 2008;
Baek, et al, 2007). La GPx-4 es influenciada por la testosterona, pues en el testiculo
de rata se expresa después de la pubertad y es necesaria para la diferenciacion de
células germinales por lo que podria estar implicada en la espermatogénesis. La
GPx 1, 3, 4 y 5 se encuentran en célula epiteliales del epididimo, el fluido luminal y
en los espermatozoides (Alvarez y Storey, 1984).

En cuanto a CAT, investigadores senalan la presencia de actividad en el caput y
cauda del epididimo (Tramer, et al., 1998). Se ha encontrado la expresién de la CAT
en las células de Leydig, en las células mioides peritubulares, en las células de
Sertoli y en las espermatogonias, sin embargo, hay poca expresion en
espermatocitos y espermatogonias durante la espermatogénesis (Nenicu, et al.,
2007; Dastig, et al., 2011; Luers, et al., 2006). La CAT también se expresa en el
epitelio del epididimo y en los espermatozoides, aunque la expresion es muy baja
(Tramer, et al., 1998; Zini y Schlegel, 1997). Esta baja actividad podria sugerir que
son vulnerables a factores prooxidantes, sin embargo, el H202 es eliminado por la
GPx.

Por otro lado, reportes en humanos indican la presencia de enzimas antioxidantes
en semen y se ha encontrado que cuando hay una alteracion en las concentraciones
normales de estas enzimas se ven afectados parametros espermaticos (movilidad,
viabilidad y capacidad de reaccién acrosomal) (Alvarez, et al., 1987; Chen, et al.,
1997; Baumber J, et al., 2000; Quintero, et al., 2000).
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ANTECEDENTES

6.1 Dietas e induccién de sobrepeso y obesidad

Diversos factores conllevan al desarrollo de sobrepeso u obesidad, de entre los
cuales destacan, el estilo de vida sedentario y los malos habitos alimenticios
debidos al elevado consumo de alimentos hipercal6ricos e hiperlipidicos (Diaz-
Urbina, et al., 2018), siendo eventos que encaminan el desarrollo del aumento de
masa adipocitaria a través de mecanismos de hipertrofia e hiperplasia del adipocito
(Bays HE, et al., 2008; De Ferrati S y Mozaffarian D, 2008).

Esta gran problematica ha conducido a los cientificos a desarrollar modelos de
obesidad en ratas Wistar, este tipo de animales suelen ser ampliamente manejados
en la investigacion cientifica por la gran similitud y homologia que existe entre el
genoma de roedores y humanos, de tal modo que el desarrollo de modelos de
sobrepeso y obesidad, permite evaluar mecanismos especificos implicados en el
curso temporal de patologias que son inducidas por el incremento de tejido adiposo.
Las grasas son macronutrientes y forman parte del 35% de la ingesta caldrica total
(Henink y Maljaars, 2013). Investigaciones con animales de laboratorio han
mostrado que dietas con alto consumo de grasa presentan un incremento en la
acumulacién de tejido adiposo y después de tres semanas un aumento de peso
corporal, asi como la hipertrofia de los adipocitos (Woods, et al., 2003; La Fleur, et
al., 2010).

6.2 La obesidad como factor de infertilidad masculina

La OMS, define a la infertilidad como la falta de embarazo, aun manteniendo
relaciones sexuales regulares, sin proteccion anticonceptiva, durante un lapso de
12 meses, de acuerdo a esto, es importante mencionar la relacion que guarda el
incremento que esta sucediendo a nivel mundial con la obesidad, con respecto al
decremento de la infertilidad masculina y la fecundidad, debido a que se ha
reportado que hombres con mayor IMC tienen significativamente mas
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probabilidades de ser infértiles en comparacion con hombres cuyo peso es normal,
segun investigaciones realizadas por el Instituto Nacional de Ciencias de la Salud
Ambiental (Oliver y Mach., 2016; WHO, 2017; OMS 2018).

Se considera a la obesidad, como un factor que altera la calidad seminal y el
potencial reproductivo masculino y se ha descrito que las concentraciones
espermaticas continuan disminuyendo anualmente, observando los mismos
patrones en otros paises en los que es frecuente la obesidad (Cabler, et al., 2010;
Jia, et al., 2018); reportando que la mayoria de los pacientes infértiles presentan
obesidad o bien, que en las parejas que experimentaban subfertilidad, la pareja
masculina era obesa; lo cual sugiere alto riesgo de subfertilidad al reducir la
capacidad de reproduccion (Magnusdottir, et al., 2005).

Por otro lado, estudios han revelado la desregulacion endocrina en estados
fisiologicos de obesidad, se deben a la acumulacion de tejido adiposo la cual esta
asociada con la disminucion en los niveles de testosterona total y libre, asi como a
un aumento en los niveles de estradiol (Giagulli, et al., 1994; Aggerholm AS, et al.,
2008; Pauli EM, et al.,, 2008) y se atribuye a consecuencia del aumento en los
niveles de aromatasa que son expresados por el tejido adiposo, debido a que esta
hormona es la responsable de la conversion de testosterona a estradiol, lo que
explica los niveles bajos de testosterona y niveles altos de estradiol en ratones
(Schneider G, et al., 1979; Cabler S, et al., 2010; Costabille, 2013; Kelly y Jones,
2015 ). Ademas, el aumento de estradiol, ejerce una retroalimentacion negativa en
el eje HHT, al disminuir los niveles de GnRH, lo que suprime la secrecion de LH y
FSH, disminuyendo las concentraciones de testosterona y afectando la calidad
espermatica (Hammoud AOQO, et al., 2006; Hammoud AO, et al., 2008; Souza, et al.,
2017; Ferramosca, et al., 2018).

Estudios recientes sefalan que la obesidad influye de forma negativa en los
parametros espermaticos, debidos al estrés oxidante, ya que evidencias indican un
incremento de lipoperoxidacion de hasta un 99.16% en el epididimo de ratas obesas
comparado con ratas con normopeso (Vigueras-Villasefor, et al, 2010),

mencionando que incluso puede verse afectado el epitelio de los tubulos
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seminiferos (Jia, et al., 2018, Yang, et al., 2005; Wang, et al., 2005), asi como
también se reporta la presencia de cuerpos apoptoticos en el lumen de la cabeza
del epididimo (Vigueras-Villasefior, et al., 2010), ademas otras investigaciones
refieren que en estados de obesidad se presenta una disminucién en los parametros
espermaticos: disminucion en la viabilidad, movilidad y concentracién, cuyos valores
disminuyen entre un 20-30 % con respecto a grupos con normopeso (Vigueras-
Villasefior, et al., 2010; Cabler, et al., 2010; Raad, et al, 2017).

6.3 Incremento de temperatura escrotal

“La elevacion de la temperatura a nivel escrotal se asocia con una disminucion de
espermatogonias y un amento de células apoptéticas en el epitelio germinal”
(Vasquez, et al., 2009). Por lo que la temperatura testicular necesaria para mantener
la espermatogénesis es de 33°C aproximadamente, pues se postula que a esta
temperatura el ADN sufre menos dafio oxidativo, lo que reduce las mutaciones en
los espermatozoides (Naughton, et al., 2001). Asi mismo, evidencias sefialan que
el enfriado de la sangre antes de llegar a los testiculos es efectuada por el plexo
pampiniforme, por lo que una alteracién de esta estructura, afectaria el enfriamiento
de la sangre de la arteria testicular e induciria una estasis venosa que favorece el
incremento de temperatura testicular, que puede inducir apoptosis en las células
(Naughton, et al., 2001; Goldstein, et al., 1989; Zorgniotti, et al., 1989; Agger, et
al.,1971).

Los hombres obesos y con obesidad mérbida, la presencia e incremento de grasa
escrotal, asi como el estilo de vida sedentario y la poca actividad fisica, conducen
a un aumento de la temperatura escrotal , lo que contribuye al incremento de estrés
oxidante, el cual se caracteriza por la formacion de ERO, que son moléculas
altamente inestables capaces de causar dano celular a través de procesos como la
lipoperoxidacién y fragmentacion del ADN, disminuyendo la fluidez e integridad de
la membrana, disminuyendo la calidad espermatica (Kasturi, et al., 2008; Cabler, et
al., 2010; Du Plessis, et al., 2010; Fabrega, et al., 2011; Vigueras-Villasefior, et al.,
2010; Arenas-Rios, et al., 2015).
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Ademas, senalan que la obesidad conduce a la presencia de alteraciones
metabdlicas lipidicas, asi como hiperlipidemias que incrementan la respuesta al
estrés en el reticulo endoplasmico incrementando la apoptosis de las
espermatogonias (Jia, et al., 2018).

Por otro lado, investigaciones en ratones y ratas reportan que, la concentracion de
testosterona incrementa con la etapa de desarrollo y se ha correlacionado con el
incremento de lipoperoxidacion testicular e indican que, en el macho, durante la
diferenciacion de células geminales se presenta un incremento de su metabolismo,
lo que induce a la generacion de RL, de modo que estarian participando en la

regulacion redox gonadal (Matheus, et al., 2008).
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El estrés oxidante esta correlacionado con una amplia variedad de estados
inflamatorios y metabdlicos, en donde recientemente se ha incluido a la obesidad y
el efecto de esta sobre la fertilidad masculina. Debido a que a través de diversos
estudios se ha observado una mayor incidencia de hombres obesos los cuales
presentan infertilidad, problematica que se ha asociado con alteraciones endocrinas
y fisicas debidas al incremento de tejido adiposo.

Lo que ha llevado a investigadores en las ultimas décadas a estudiar la relacion de
obesidad con alteraciones en los parametros espermaticos, con lo que se ha
sugerido que el incremento de tejido adiposo conduce a la alteracién de factores
hormonales y fisicos; sin embargo la mayoria de estas investigaciones hacen
referencia a alteraciones hormonales y poco se sabe en cuanto a factores fisicos y
de qué manera éstos, junto con los hormonales pudieran estar implicados en la
alteracién del sistema enzimatico antioxidante, y qué importancia tienen las enzimas
antioxidantes en el tracto reproductor masculino. Asi mismo la mayoria de los
estudios se centran en los estados fisiologicos de obesidad y hasta el momento se
desconoce si en estados fisioldgicos de sobrepeso hay indicios en alteraciones
hormonales y fisicas que pudieran ser el comienzo de problemas de infertilidad.
Por ello es de relevancia realizar investigaciones en cuanto a los mecanismos por
los cuales estos estados fisiologicos provocan alteraciones en los parametros
espermaticos, para obtener conocimiento que en un futuro permita resolver

problemas de fertilidad masculina en individuos con problemas de peso corporal.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

8.1 Objetivo general

Identificar el efecto del sobrepeso u obesidad sobre la actividad de las enzimas

antioxidantes en testiculo y epididimo de ratas Wistar en edad reproductiva.

8.2 Objetivos especificos

1) Determinar si el sobrepeso u obesidad provocan un aumento de la grasa
escrotal en rata Wistar.

2) Evaluar si el sobrepeso u obesidad disminuyen la viabilidad y alteran la
morfologia espermatica en rata Wistar

3) Determinar si el sobrepeso u obesidad afectan la actividad de las enzimas
antioxidantes CAT, SOD y GPx en testiculo y epididimo en rata Wistar.

9. Hipotesis

Si el sobrepeso u obesidad son capaces de inducir estrés oxidante en testiculo y
epididimo, entonces se vera alterada la actividad enzimatica antioxidante en

testiculo y epididimo en la rata Wistar.



MATERIAL Y METODO

Ratas macho Wirtar
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Figura 6. Disefio experimental.

10.1 Diseio Experimental

Se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar, de 3 meses de edad, con peso de
300 gr. aproximadamente, las cuales se dividieron en tres grupos (n=6). Las ratas
se obtuvieron en el Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa.

Los grupos experimentales de ratas se mantuvieron bajo condiciones estandar a
una temperatura controlada de 22+1°C y un ciclo de luz- oscuridad 12/12, agua y

alimento ad libitum, ubicadas en una cama de aserrin de acuerdo a NOM-062-ZOO-



1999, articulo 5. Se registro diariamente el consumo de alimento, se le tomaron las

medidas de peso y la medida naso-anal a las ratas, durante 30 dias consecutivos.

10.2 Dietas en los grupos experimentales

Grupo 1 (control): recibieron una dieta balanceada para uso de roedores de
laboratorio, cuyo contenido: 23.0% de proteina, 4.5 % de grasa y 6.0 % de
fibra (Purina rat Chow 5001). Se esper6 conseguir un peso aproximado de
350-420 g.

Grupo 2 (sobrepeso): recibieron una dieta con un 10% de grasas extra para
uso de roedores de laboratorio, el alimento tiene un contenido de: 18.0% de
proteina, 10.2% de grasas y 71.8% de carbohidratos, (DIO Rodent Purified
Diet w/10% Energy from fat - Yellow). Se esperé conseguir un peso
aproximado de 430-500 g.

Grupo 3 (obesidad): recibieron una dieta con un 60% de grasas extra para
uso de roedores de laboratorio, el alimento tiene un contenido de: 18.1% de
proteina, 61.6% de grasas y 20.3% de carbohidratos, (DIO Rodent Purified
Diet w/60% Energy from fat - Blue). Se esperd conseguir un peso aproximado
de 510-600 g.

Las variables biométricas que se tomaron en cuenta para la caracterizacion de

sobrepeso y obesidad, al cumplirse el régimen de dieta, fue mediante el indice de

Lee, el cual considera la medida naso-anal (cm) y el peso corporal (gr), por la

siguiente férmula: indice de Lee = raiz cubica del peso corporal (g) / longitud naso-

anal (cm) (Bernardis y Patterson, 1968). Los tres grupos de ratas fueron pesadas

diariamente. Asi mismo se categorizaron rangos de peso de acuerdo a Woods en

el 2008 en donde indica que ratas a las que se les administra una dieta hiperlipidica

al 10% deben incrementar de un 20-30% su peso con respecto al control, mientras

que si se administra una dieta hiperlipidica al 60% puede incrementar hasta un 60%

Su peso con respecto al control.



10.3 Sacrificio de los grupos experimentales

Una vez cumplidos los 30 dias de dieta, los animales fueron pesados vy
posteriormente sacrificados por decapitacion (NOM--062-ZO0-1999, rubro 5.3.12)
para su posterior recoleccidn de sangre y obtencion de 6rganos. Los restos fueron
desechados en bolsas de polietileno, colocados en el congelador del bioterio de la
UAM Iztapalapa para posteriormente eliminarlos de acuerdo a la NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002.

10.4 Obtenciéon de organos (testiculo y epididimo) en los grupos
experimentales

Posteriormente a los animales se les realizé una incision para observar y exponer
las gbnadas para su extraccion, separando la grasa que rodea a las génadas y se
registré el peso para determinar el peso relativo con respecto del peso corporal
(Malafaia, et al., 2013), de igual manera una vez obtenidos los testiculos vy
epididimos, fueron pesados y medidos. Los epididimos izquierdos fueron
seccionados en sus tres regiones anatdmicas gruesas (caput, corpus y cauda) de
acuerdo con el procedimiento descrito por (Cervantes, et al., 2008); se tomaron
aprox. 100 pg de los tejidos de testiculo y de las regiones del epididimo, se
almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

10.5 Extraccion de espermatozoides de rata

El epididimo derecho se secciond en sus tres regiones anatémicas gruesas (caput,
corpus y cauda) (Cervantes, et al., 2008), posteriormente a cada una de las
secciones se les realiz6 un picado, para desprender a los espermatozoides del tejido
epididimario (Leén-Galvan, et al., 1999), a partir de los cuales se realiz6 una
evaluacion espermatica, para determinar si el sobrepeso y la obesidad alteran los

parametros espermaticos.



10.6 Evaluacion espermatica

Los parametros espermaticos que se evaluaron son: viabilidad y morfologia de los
espermatozoides (Manual de Laboratorio para la examinacion y procesamiento del
semen humano y el Manual para el analisis de la copula y el eyaculado en la Rata
Albina (Rattus norvegicus) (Lucio, et al., 2009).

a) Morfologia y Vviabilidad espermatica: Una vez desprendidos los
espermatozoides del tejido epididimario, se tomaron 3 pL de la muestra
(espermatozoides con solucién lactica de Ringer) y se agregaron 2 pL de
colorante eosina-nigrosina y enseguida se realizé una mezcla homogénea y un
frotis (para cada region del epididimo: caput, corpus y cauda) sobre un
portaobjetos y dejando secar a 37°C. La lectura de las laminillas se realiz6 en un

microscopio de campo claro a 40X, para analizar la viabilidad y la morfologia.

> Los criterios para evaluar las anormalidades en la morfologia del
espermatozoide fueron: La tincidn de las distintas estructuras permitié una
mejor observacion al microscopio e incrementar la definicidén, para valorar la
forma de un espermatozoide, del cual se observaron sus tres estructuras
principales: cabeza, pieza intermedia y cola: a) defectos en cabeza: cabeza
amorfa, b) pieza media: angulada, asimétricos y (c) defectos del flagelo:

corto, angulado y enrollado.

» Los criterios de viabilidad espermatica: los espermatozoides que se
encontraron tefidos se contaron como muertos, mientras que los que no se
tineron se tomaron como vivos, se contaron un total de 200

espermatozoides por laminilla.



10.7 Evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes

A partir del tejido que se almaceno a -70°C (testiculo o region del epididimo (caput,
corpus, cauda) y se homogenizo total a partir del cual se realiz6 la determinacién

enzimatica.

a) Determinaciones bioquimicas: El contenido de proteinas totales en los érganos
reproductores (testiculo y epididimo) se determino por el método de Bradford. Se
tomaron 100ug de tejido (testiculo / region de epididimo (caput, corpus, cauda)).
La determinacion de proteinas por el método de Bradford consiste en la
cuantificacion de la union del colorante el Azul de Coomassie G-250, a la
proteina, comparando esta union con la de diferentes cantidades de una proteina
estandar (Albumina de Suero Bovino o BSA). La cuantificacion se realiza
midiendo la absorbancia en un espectrofotometro, a 595 nm, y graficando la
absorbancia contra la concentracién de proteinas, obteniendo una curva de
calibracion de la proteina estandar, con esta curva, se puede interpolar la
concentracion de proteinas en una muestra al medir su absorbancia a 595 nm
(Bradford, 1976).

b) Cuantificacion de las enzimas antioxidantes: La determinacién de la actividad
de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx fue calculada para cada enzima
mediante técnicas particulares:

e Superoéxido dismutasa: la actividad de SOD en tejido testicular y epididimario se
determiné mediante un método colorimétrico que emplea xantina y xantina oxidasa
(XOD) para la formacion de radicales superéxido, y su posterior reaccién con
[.N.T., con lo que se forma el colorante rojo formazan, el cromdgeno formado sera
cuantificado espectrofotométricamente a 505 nm , midiendo la actividad de SOD
por el grado de inhibicion, la actividad de la enzima fue expresada en unidades por
mililitro (U/ml) (Arthur y Boyne, 1985).

eCatalasa: la determinacion de CAT se realiz6 en un sistema de reaccidon
conteniendo permanganato de potasio (KMnOs) cuya coloracion intensa fue

registrada a 480nm. La base de la técnica consiste en la disminucion del color



debido a la reaccién de peroxidacion provocada por H202 hacia el permanganato
de potasio, y el mantenimiento del color por degradacion del H202 en presencia de
CAT (Cohen, et al., 1970).

¢ Glutation peroxidasa: la GPx se determino por el método de Mills (Paglia and
Valentine, 1967), mediante un método cinético dependiente de NADPH, por medio
del cual la GPx en conjunto con el glutatiéon reductasa (GPx/GR) modulan la
amenaza del H202 convirtiéndolo en agua; por su parte, el GSH es oxidado a
disulfuro GSSG (glutation oxidado). La cantidad de enzima se midi6 por
colorimetria a 340 nm, expresada en unidades por mililitro (U/ml), cada unidad

representa la oxidacién de 1umol de NADPH por minuto por mililitro de tejido.

11. Analisis estadistico

La base de datos y graficos se elaboraron en Excel, mientras que el analisis
estadistico se corrio en NCSS 12. Para los datos: peso corporal, indice de Lee,
anormalidades morfolégicas de los espermatozoides, viabilidad espermatica,
concentracion de proteinas y actividad enzimatica se les realizo un analisis

estadistico de ANOVA y prueba de Tukey Kramer.



RESULTADOS

» Ganancia de peso

En la figura 7 se indica la ganancia de peso corporal en los tres grupos
experimentales de ratas Wistar de 3 meses de edad, alimentadas durante 4
semanas con dieta balanceada (grupo control), dieta hiperlipidica con 10% de grasa
extra (grupo sobrepeso) y dieta hiperlipidica con 60% de grasa extra (grupo
obesidad). El analisis estadistico muestra que el grupo de ratas con sobrepeso, tuvo
un aumento de peso de 24.17% y el grupo de ratas con obesidad incremento un
51.12% con respecto al control (F (2,15) = 108.8954; p< 0.05). El aumento en la
ganancia de peso para el grupo de obesidad fue significativamente mayor
comparado con el grupo de sobrepeso con una diferencia de 29.84% Tukey Kramer
(p< 0.005).
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Figura 7. Representacion grafica que indica la ganancia de peso en ratas Wistar
alimentadas durante 4 semanas con una dieta balanceada (grupo control), dieta
hiperlipidica al 10% (grupo sobrepeso) y 60% de grasas (grupo obesidad). Letras diferentes
indican diferencias significativas entre grupos. X + EE, F (2,15) = 108.8954, (p>0.05); Tukey

Kramer.



> Indice de Lee

Con relacion a los valores del indice de Lee en la tabla 2 se sefiala que el grupo de
sobrepeso presento un indice de Lee de 0.329, mientras que en el grupo de
obesidad fue de 0.339 y para el grupo control fue de 0.2915. Los resultados
sugieren que el control es un grupo con normopeso, mientras que sobrepeso y

obesidad alcanzaron obesidad.

indice de Lee en los grupos experimentales de ratas Wistar

Grupos DIETA DIETA DIETA
experimentales CONTROL
HIPERLIPIDICA 10% HIPERLIPIDICA 60%
indice de Lee
obtenido
0.291524874 0.329854321 0.33965092

Tabla 2. indice de Lee de los grupos experimentales sometidos a dieta control (balanceada)
y dieta hiperlipidica al 10% (grupo sobrepeso) y 60% de grasas (grupo de obesidad). indice
de Lee, calculado por la raiz cubica del peso corporal (g) dividido entre la longitud hocico-
ano (LHA) (cm). Un valor igual o menor a 0.300 fue considerado como normal y un valor
mayor que 0.300, las ratas fueron clasificadas como obesas (Bernardis, 1979). Los valores

mostrados para los grupos de sobrepeso y obesidad indican un aumento de peso.

» Ganancia de grasa escrotal

De acuerdo a los resultados, la figura 8 muestra que los grupos de sobrepeso y
obesidad exhiben un incremento de grasa, donde el aumento de grasa escrotal es

significativo con respecto al control.
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Figura 8. Representacion grafica de la ganancia de grasa escrotal en ratas Wistar con dieta
balanceada (grupo control) y dieta hiperlipidica al 10% y 60% de grasas (grupos de
sobrepeso y obesidad). Donde letras diferentes indican diferencias significativas entre los
grupos, X + EE, F (2,15) = 20.5375 (p<0.05); Tukey Kramer.

» Parametros espermaticos

En la tabla 3 se presentan los parametros espermaticos determinados en ratas
Wistar para los grupos: control, sobrepeso y obesidad, los cuales fueron: viabilidad
y anormalidades morfolégicas de los espermatozoides (cabeza amorfa, pieza media
angulada, pieza media asimétrica, flagelo angulado y flagelo enrollado). Los grupos
de sobrepeso y obesidad presentan una disminucién en la viabilidad y un
incremento en las anormalidades con respecto al grupo control. En cuanto a las
anormalidades morfoldgicas de los espermatozoides se encontré que en los grupos
de sobrepeso y obesidad se suscitd un incremento en las anormalidades de pieza

media angulada, asi como de flagelo angulado y enrollado con respecto al control.



Viabilidad y morfologia espermatica en los grupos experimentales de ratas Wistar

Grupo Parametros espermaticos
Experimental

Anormalidad morfolégica del espermatozoide

Viabilidad | Cabeza Pieza Pieza Flagelo Flagelo
amorfa media media angulado enrollado

angulada | asimétrica

Control 96 13° 1£12 716° 0° 13 £22 2 22
Sobrepeso 70 £10° 21 1949 1+13b 4517 14+15%
Obesidad 32120° 31 ¢ 3419¢ 1+ 1P 54114 22120

Tabla 3. Parametros espermaticos en ratas Wistar con dieta balanceada (grupo control) y
dieta hiperlipidica al 10% y 60% de grasas (grupos de sobrepeso y obesidad). Los grupos
experimentales estan dados por la X + DE, donde, viabilidad: F (2,15) =107.5754, cabeza
amorfa: F (2,15) = 25.63, pieza angulada F (2,15) =50.0211, pieza asimétrica F (2,15) =
13.5395, flagelo angulado F (2,15) = 49.7483 y flagelo enrollado F (2,15) =9.4159, (p<0.05);

donde letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos, Tukey-Kramer.

Actividad enzimatica de SOD, CAT y GPx en testiculo y epididimo

» Curva estandar de proteinas

La curva estandar de proteinas para tejido testicular y epididimario de ratas Wistar
se expone en la figura 9, la cual fue construida empleando concentraciones
crecientes de albumina sérica bovina con el fin de determinar la cantidad de
proteinas contenida en las muestras de tejido testicular y epididimario, obteniendo

un coeficiente de correlacién de R?= 0.9948.
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Figura 9. Curva estandar de albumina para cuantificacion de proteinas. El eje x representa
la concentracion en mg/mL y el eje y la absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro de
luz UV. La R? = 0.9948, X + DE.

» Cuantificacion de proteinas

En cuanto a la concentracion de proteinas de tejido testicular y epididimario, puede
observarse en la figura 10, que se efectua la comparacion cuantitativa de proteinas
entre los grupos experimentales de ratas Wistar, a lo cual el analisis estadistico
indica que los grupos de sobrepeso y obesidad presentan una concentracion de

proteinas significativamente mas baja con respecto al grupo control.

Por otro lado, en la figura 11 se observa la comparacién cuantitativa de proteinas
en las tres regiones de tejido epididimario (caput, corpus y cauda) entre los grupos
experimentales de ratas Wistar, donde analisis estadistico indica que los grupos de
sobrepeso y obesidad en el caput presentan una concentracion de proteinas
significativamente mas baja con respecto al grupo control, mientras que para corpus
y cauda solo los grupos de obesidad muestran una disminucion significativa con

respecto al grupo control.
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Figura 10. Imagen grafica que representa de la cuantificacion de proteinas en testiculo de
ratas Wistar con dieta balanceada (grupo control) y dieta hiperlipidica al 10% y 60% de
grasas (grupos de sobrepeso y obesidad). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos. X+ DE, F (2,15) = 20.1725, (p< 0.05); Tukey-Kramer.
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Figura 11. Imagen grafica que representa la cuantificacién de proteinas en las tres regiones
del epididimo (caput, corpus y cauda) en rata Wistar en los grupos con dieta balanceada
(grupo control), dieta hiperlipidica al 10% y al 60% de grasas (grupos de sobrepeso y
obesidad). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos. X + DE,
donde, caput. F (2,15) =47.6729, corpus: F (2,15) = 21.8466 y cauda F (2,15) =11.8875,
(p<0.05); Tukey-Kramer.



» Curva estandar para la determinacion de la actividad especifica de SOD

Para la determinacién de la actividad especifica de SOD se elaboré una curva
estandar de SOD tanto para tejido testicular como epididimario de ratas Wistar
(figura 12), las cuales se prepararon empleando el porcentaje de inhibicion para
cada patron frente a Log 10, para determinar la concentracién de unidades SOD/ml
en las muestras de tejido testicular y epididimario, obteniendo un coeficiente de

correlacion de R?2= 0.9728
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Figura 12. Curva estandar de SOD en testiculo de rata Wistar para determinar actividad
especifica de SOD. El eje x representa el logaritmo negativo de la concentracion dado en

U de SOD/m, el eje y indica el % de inhibicién. La R? = 0.9728.

» Actividad especifica de SOD

Las figuras 13 y 14 revelan la actividad especifica de la enzima antioxidante SOD
en tejido de testiculo y epididimo para grupos experimentales de ratas.
Observandose en tejido testicular, un aumento significativo de la actividad

especifica de SOD para los grupos de sobrepeso y obesidad con respecto al grupo



control, mientras que en el tejido epididimario se observa un comportamiento similar
al que ocurre en el testiculo, aunque en este se presenta un aumento mayor en
caput y cauda, siendo menor en corpus. En las tres regiones del epididimo la
actividad especifica de SOD muestra un comportamiento similar en donde los
grupos de sobrepeso y obesidad tienen un aumento significativo de la actividad
especifica de SOD con respecto al control, sin embargo, en caputy corpus no existe
diferencia significativa entre ellos, mientras que en la cauda si existe una diferencia

significativa entre grupos.
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Figura 13. Representacion grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante SOD
en testiculo de ratas Wistar con dieta balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10% y
60% de grasas (sobrepeso y obesidad). La actividad especifica de SOD expresada en U
mg de proteina / min. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos
experimentales. X + DE, F (2,15) = 141.2463, (p<0.05); Tukey-Kramer.
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Figura 14. Representacion grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante SOD
en las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) de ratas Wistar con dieta
balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10% y 60% de grasas (sobrepeso y obesidad).
La actividad especifica de SOD expresada en U mg de proteina / min. Letras diferentes
indican diferencias significativas. X +DE, teniendo para caput una F (2,15) = 161.1039, para
corpus; F (2,15) =42.0521 y para cauda: F (2,15) =237.3842, (p<0.05).

» Actividad especifica de CAT

En las figuras 15y 16 se indican los resultados obtenidos de la actividad especifica
de la enzima antioxidante CAT en tejido de testiculo y epididimo de rata Wistar para
grupos experimentales, donde puede apreciarse que la actividad especifica de CAT
en el tejido testicular incrementa significativamente en los grupos de sobrepeso y
obesidad con respecto al control, por otra parte la actividad especifica de CAT en el
tejido epididimario se ve significativamente aumentada en los grupos de sobrepeso
y obesidad con respecto al control, ademas se observa en caput, corpus y cauda
un aumento significativo de la actividad especifica de CAT en sobrepeso y obesidad
con respecto al control, sin embargo caput y cauda tienen mayor actividad

especifica de CAT en los tres grupos experimentales con respecto a corpus.
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Figura 15. Representacion grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante de
CAT en testiculo de ratas Wistar con dieta balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10%
y 60% de grasas (sobrepeso y obesidad). La actividad especifica de CAT expresada en U

K mg de proteina / min. Donde a y b indican diferencias significativas entre los grupos

experimentales. X = DE, F (2,15) = 222.9292 (p<0.05); Tukey-Kramer.
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Figura 16. Representacion grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante CAT
en las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) de ratas Wistar con dieta
balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10% y 60% de grasas (sobrepeso y obesidad).
La actividad especifica de CAT expresada en U K mg de proteina / min. Donde a y b indican
diferencias significativas entre los grupos experimentales. X + DE, teniendo, caput: F (2,15)
= 24.8304, corpus: F (2,15) =7.6214 y para cauda: F (2,15) =56.6689, (p<0.05); Tukey —

Kramer.




» Actividad especifica de GPX

Asi mismo se observa en las figuras 17 y 18 la actividad especifica de la enzima
antioxidante GPx en tejido de testiculo y epididimo de rata Wistar para los grupos
experimentales, donde se indica para el tejido testicular una elevacion significativa
en la actividad especifica de GPx en los grupos de sobrepeso y obesidad con
respecto al control, por otro lado en el tejido epididimario, se observa en caput,
corpus y cauda un aumento significativo de la actividad especifica de GPx en
sobrepeso y obesidad con respecto al control, sin embargo caput y cauda tienen
mayor actividad especifica de GPx en los tres grupos experimentales con respecto

a corpus.
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Figura 17. Representacion grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante de
GPx en testiculo de ratas Wistar con dieta balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10%
y 60% de grasas (sobrepeso y obesidad). La actividad especifica de GPx expresada en U
mg de proteina / min. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos
experimentales. X+DE, F (2,15) = 490.3473 (p<0.05); Tukey-Kramer.
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Figura 18. Representacién grafica de la actividad especifica de la enzima antioxidante GPx
en las tres regiones del epididimo (caput, corpus y cauda) de ratas Wistar con dieta
balanceada (control) y dieta hiperlipidica al 10% y 60% de grasas (sobrepeso y obesidad).
La actividad especifica de GPx expresada en U mg de proteina / min. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los grupos experimentales. X+DE, teniendo para
caput. F (2,15) = 296.5441, mientras que para corpus: F (2,15) =445.0143y para cauda: F
(2,15) =616.8832, (p<0.05); Tukey—Kramer.



Debido al gran impacto que el sobrepeso y la obesidad pueden tener en la salud
reproductiva masculina, en el presente estudio se evalud la asociacién entre el
incremento de tejido adiposo y la infertilidad masculina, mediante el uso de un
modelo por induccién de obesidad, a través de una dieta hiperlipidica comercial en
ratas Wistar para la induccion de sobrepeso y obesidad (Diemen, et al., 2006;
Luque, et al., 2015; Liu y Ding., 2017).

El sobrepeso y obesidad son padecimientos cuya caracteristica, es el exceso de
grasa corporal y es con base en diferentes estimaciones antropométricas (medicion
del peso corporal, pliegues grasos y combinaciones de dimensiones corporales
como el IMC, circunferencia de cintura y el indice cintura/cadera (ICC)) que se
puede determinar el grado de obesidad en humanos (4-6); cabe mencionar el IMC
es la medida mas utilizada para indicar el exceso de grasa corporal en humanos,
el cual esta dado por la relacidn entre el peso y la talla al cuadrado (Kg/m2), y se
define a sobrepeso si el IMC = 25 Kg/m2 u obesidad si el IMC = 30 Kg/m2 (Du
Plessis, et al., 2010; Cabler, et al., 2010; OMS, 2018); sin embargo es necesario
sefalar que no todos los individuos con obesidad muestran subinfertilidad y que
aquellos con alteraciones en su fertilidad, frecuentemente presentan obesidad
morbida (IMC > 40) (Giagulli, et al., 1994; Roth, et al, 2008), fendmeno que realza
la importancia de estudiar los mecanismos bajo los cuales los estados de sobrepeso

y obesidad pudiesen inducir infertilidad masculina.

De igual manera en las ratas existen parametros para determinar el grado de
obesidad mediante la analogia de parametros antropométricos (peso y longitud
corporal de las ratas) que se puede determinar con el indice de Lee (1928), el cual
es el analogo de IMC en humanos, de modo que permite estimar la composicion
corporal en ratas ( Bernardis, et al., 1970; Sclafani y Gorman, 1977; Malafia, et al.,
2013) y al igual que el IMC, Lee categoriza sus propios parametros, estableciendo

que valores menores a 0.300 se consideran como normopeso, mientras valores



mayores a 0.300 se definen como obesidad (Bernardis, 1968; Novelli, et al., 2007;
Jeyakumar, et al., 2009).

A través de diversos estudios se han empleado dietas hiperlipidicas como modelos
para el estudio de intolerancia a la glucosa, dislipidemia y obesidad en roedores,
oscilando entre el 20 y el 70% de grasas de aporte a la dieta (Fan Y, et al., 2015;
Ferramosca, et al., 2017), y se ha reportado que esta dieta induce el incremento de
peso corporal, aumento de grasa abdominal, inflamacion, hiperleptinemia e
incremento de acidos grasos libres circulantes (Lamba, et al., 2010; Parekh, et al.,
1998); cabe senalar que la importancia de este tipo de dietas radica en su alto
contenido de acidos grasos saturados, caracteristica que propicia el desarrollo de
tejido adiposo y por ende del aumento de peso, debido a que estas moléculas al
tener una elevada densidad energética ocasionan que se vea mermada no solo su
oxidacion sino también la termogénesis (Hariri y Thibault, 2010). Ademas en la
cepa de rata Wistar la dieta hiperlipidica es la mas empleada pues se adquiere en
corto tiempo el estado de obesidad, ya que estudios sugieren que al administrar la
dieta durante un mes las ratas logran adquirir con facilidad sobrepeso u obesidad
(Buettner, 2006, Vigueras-Villasefior, et al., 2010), motivo por el cual en el presente
estudio se utilizé la dieta hiperlipidica como modelo de induccién de sobrepeso y

obesidad adicionando el 10 y 60% de grasas saturadas a la dieta.

Para definir si los animales en este ensayo alcanzaron el estado de sobrepeso u
obesidad se determiné el indice de Lee, apreciando que las ratas sometidas a la
dieta hiperlipidica al 10 % indican un indice de Lee de 0.329, mientras las ratas con
dieta hiperlipidica al 60% exhiben un indice de Lee de 0.339 (véase tabla 2), lo que
sugiere que ambos grupos de ratas estan en el rango de obesidad, de acuerdo a lo
que reportan distintos estudios (Bernardis, 1968; Novelli, et al., 2007; Jeyakumar, et
al., 2009; Vigueras, et al., 2010); pese a que ambos grupos muestran grado de
obesidad de acuerdo a lo establecido por el indice de Lee, se realiz6 la comparacion
de patrones de peso, para establecer las diferencias entre ambos grupos y
determinar si correspondian a condiciones de sobrepeso u obesidad, debido a que

estudios realizados por Malafia et al., 2013, sefialan que determinar el indice de Lee



no es suficiente para asegurar el grado de obesidad, debido a que este parametro
incluye solamente la masa del animal, pero no considera la masa grasa contenida
en el mismo, como ocurre en el grupo con dieta hiperlipidica al 10% de grasas,
debido a que este grupo de ratas presentaron un indice de Lee de 0.329 (véase
tabla 2) que cae en el rango de obesidad, sin embargo mostraron menor ganancia
de peso (véase figura 7) respecto al grupo con dieta hiperlipidica al 60%.

Por ello para establecer adecuadamente los grupos de inclusidon se consideraron
patrones de peso en relacién a la dieta, lo cual se estipuld en referencia a un estudio
llevado a cabo por Wood (2013), quien expresa que ratas con una dieta
hiperlipidica al 10% incrementan su peso entre el 10 - 25% con respecto al grupo
con dieta balanceada, lo que indica obesidad moderada o bien considerada como
sobrepeso y explica que al administrar dietas hiperlipidicas al 60 - 75 % de grasa,
las ratas exhiben un incremento de peso de hasta mas de un 40% lo que hace
referencia a un estado de obesidad severa. Con base a los resultados obtenidos
en este ensayo y en relacién a lo ya reportado se concluye que las ratas con dieta
de 10 y 60% de grasa incrementaron su peso con respecto al control, lo cual puede
notarse en la figura 9 observando que los animales que recibieron una dieta al 10%
de grasa, presentaron una ganancia de peso de 27.7%, mientras que los animales
que llevaron una dieta al 60% de grasa expresaron una ganancia de peso de
53.54%.

A medida que se establecen estados de sobrepeso u obesidad se produce un
incremento de tejido adiposo que conlleva a problemas de infertilidad masculina
(Cabler, et al., 2010) ya que se han reportado casos de individuos obesos con
problemas de fertilidad los cuales se caracterizan por tener alteraciones fisicas y
hormonales que afectan la calidad espermatica, sin embargo hasta el momento no
esta claro si los problemas reproductivos son debidos en su totalidad a la obesidad
o bien si ya desde estadios de sobrepeso hay indicios o dafios que puedan estar
ligados a la infertilidad.

Por consiguiente, distintos investigadores se han dado a la tarea de estudiar la

relacion entre el IMC y la calidad seminal y se ha informado que hombres con



obesidad muestran una reduccion en la concentracion espermatica y también se
ha reportado que presentan una mayor incidencia de astenozoospermia (25), en
cuanto a la morfologia espermatica, se sugiere una correlacion positiva entre el IMC
y la morfologia espermatica (Magnusdottir, et al., 2005; Hanafy, et al., 2007),
sefalando una relacion entre el IMC y la fragmentacion del ADN espermatico
(Hammoud et al., 2008;Stewart et al., 2009).

Numerosas investigaciones indican que el incremento de tejido adiposo induce
alteraciones endocrinas (Cabler, et al., 2010; Oliveira, et al., 2017; Jia, et al., 2018),
y demuestran que el perfil hormonal de hombres cuyo IMC es mayor a 30 se
caracteriza por una marcada disminucién en la concentracion de gonadotropinas y
en los niveles de testosterona total, asi como un aumento en los niveles plasmaticos
de estrégenos (Pascuali et al., 2007; Bélanger et al., 2002) que desencadenan
alteraciones en la calidad espermatica (Jensen et al., 2002;Garlic, et al., 2010) por
tanto esta hipotestosteronemia — hiperestrogenemia son el resultado principalmente
del aumento de los estrogenos circulantes, los cuales a su vez pueden incrementar
la retroalimentacion negativa sobre las gonadotropinas inhibiendo el estimulo para
la produccion adecuada de Testosterona (Hammoud, et al., 2006) y por consiguiente

ha sido asociada con la infertilidad (Martini, et al., 2012).

Ademas, investigaciones en modelos de obesidad en ratas demuestran que estos
animales al igual que en humanos presentan una disminucién de testosterona y un
incremento de estradiol que afecta la calidad espermatica (Vigueras-Villasefor, et
al., 2010), asi mismo, investigadores reportan que en animales obesos el
incremento de estrogenos tiene efectos negativos directos no solo sobre la
produccion y concentracidon espermatica sino también sobre el peso de los
testiculos, los epididimos y vesiculas seminales (Gonzalez-Moran, 2017), lo que
indica que su participacion junto con la testosterona es indispensable para mantener
el ambiente idoéneo que permita el desarrollo y supervivencia de los
espermatozoides; siendo entonces, la accion de los estrogenos imprescindibles en
el desarrollo y funcidn del epitelio testicular y epididimario (Fisher, et al., 1997; Hess,
et al., 1997b; Couse, et al., 1997; Sar y Welsch, 2000), lo que sugiere que



alteraciones endocrinas debidas al incremento de tejido adiposo afectan la
espermatogénesis y maduracion espermatica e induce alteraciones en los
parametros espermaticos (Cabler, et al., 2010; Palmer, et al., 2012; Lancellotti, et
al., 2013; Oliveira, et al., 2017; Jia, et al., 2018).

En esta investigacion pudo observarse que los parametros espermaticos se
comportaron de manera similar con lo ya reportado, dado que al comparar con lo
antes mencionado puede distinguirse en la tabla 3 que el incremento de adiposidad
trae consigo alteraciones de los parametros espermaticos ya que al administrar una
dieta hiperlipidica al 10% se presentd una disminucion en la viabilidad espermatica
teniendo una media de 70 + 10 la cual es significativa con respecto al control, donde
se observo que ratas con dieta hiperlipidica al 60% tuvieron una mayor disminucion
en la viabilidad con una media de 32 £ 20 con respecto al control, ademas de que
en los grupos de sobrepeso y obesidad tuvieron un incremento significativo en las
anormalidades principalmente en pieza media angulada y flagelo angulado y
enrollado con respecto al control. Por tanto, el incremento de tejido adiposo por
induccion de dietas hiperlipidicas alteraron los parametros espermaticos, lo cual es
consistente con lo ya reportado.

Los parametros espermaticos pudieran verse afectados por la presencia de tejido
adiposo en la zona escrotal, lo que puede explicarse por un lado por el excesivo
consumo de energia que ocurre en la obesidad (Boticario y Cascales, 2012;
Cascales, 2013; Dodson, et al., 2011) el cual conduce a la hipertrofia e hiperplasia
de los adipocitos, debido a que los lipidos presentes alteran la fisiologia del adipocito
por lo que tienden a cumularse principalmente en la zona abdominal, asi como en
el area suprapubica, escrotal y epididimaria en humanos, sin embargo en ratas
Wistar con obesidad se ven aumentados los depdsitos de grasa a nivel mesentérico,
epididimario y escrotal (Weisberg SP, et al., 2003; Marcela Reyes J, 2010; Garcia-
Torres D, et al., 2019); y por otro lado esta alteracidon que ocurre en los adipocitos
inducen estrés celular que como resultado desencadena un proceso inflamatorio
(Fernando Manzur, et al., 2010; Fain N, 2006; Xu H, et al., 2003; Garcia-Torres D,
et al., 2019).



Aunado a lo anterior, los bajos niveles de testosterona y la alteracion de los
adipocitos que se producen en la obesidad, inducen la secrecion de factores
proinflamatorios por parte de los adipocitos, entre los que se encuentran, el Factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), inhibidor del activador del
plasminégeno-1, resistina, proteina quimioatrayente de monocitos-1, etc. (Rao, et
al., 2013; Javier Gbmez- Ambrosi, et al., 2008;Fernando Manzur, et al., 2010; Rico-
Rosillo, et al., 2012; Garcia-Torres D, et al., 2019), que como resultado inducen el
aumento en la secrecion de moléculas de adhesion causando efectos locales en el
endotelio, debido a que estas moléculas alteran la permeabilidad vascular al inducir
la infiltracibn de monocitos y la posterior acumulacién de macréfagos, con lo que
se desarrolla un estado inflamatorio, el cual se perpetua debido a que estos
macrofagos contindan secretando factores quimiotacticos atrayentes, reclutando y
acumulando mas macréfagos (Curat CA, et al., 2004; Nishimura S, et al., 2008;
Garcia-Torres D, et al., 2019). Asi mismo, estudios sugieren que al ser frecuente la
muerte de los adipocitos en la obesidad, se le relacione con la hipoxia. Pues ha
sido a través de modelos de obesidad en animales que se ha podido demostrar que
durante las primeras fases en las que incrementa el volumen de tejido adiposo
(Surmi BK, et al., 2008), comienza a disminuir el riego sanguineo generando zonas
de hipoxia y se ha visto que la secrecion de citosinas proinflamatorias en estas
zonas que presentan hipoxia es regulada por la disminucién de oxigeno, de modo
que esta baja de oxigeno estimula a los adipocitos para la produccion de TNF-q, lo
que promueve el incremento de apoptosis y necrosis de los adipocitos (Trayhum P,
et al., 2008).

Ademas, estudios indican que el incremento de depdsitos de grasa en el area
escrotal afecta gravemente la espermatogénesis, debido a la elevacion de la
temperatura en la zona testicular (Kramer y Campbell, 1994; Lifshitz, 1994) lo cual
se origina por la presencia de tejido adiposo el cual rodea al testiculo alterando el
funcionamiento del plexo pampiniforme al quedar este también cubierto, viéndose
afectado el enfriamiento de la sangre de la arteria testicular, lo que conduce a una
estasis venosa la cual infiere con la presion parcial del oxigeno alterando el

metabolismo aerobio de los testiculos al aumentar la concentracion de COg,



mientras que el reflujo de sangre que va de la vena renal que contiene metabolitos
toxicos desemboquen en el testiculo causando vasoconstriccion generando hipoxia
(Vasquez, et al., 2009), e investigadores han sugerido que este aumento en la
temperatura testicular esta asociado con una elevacién del estrés oxidante (Shiou-
Sheng et al., 2008); a través de estudios en variocele, se ha podido demostrar que
la hipertermia testicular leve transitoria genera un desequilibrio entre la capacidad
oxidante y antioxidante (Lee JD, et al 2007; Vasquez, et al., 2009), sumado a esto
se ha reportado que los espermatozoides son sensibles al estrés oxidante, es decir
son altamente susceptibles a ERO (superéxido y péroxido de hidrégeno)(18,19)
pudiendo generar dafio en la membrana plasmatica, asi como fragmentacion de
DNA de los espermatozoides (Ruiz-V, 2015), de tal modo que el incremento en la
temperatura escrotal se asocia con la disminucion en el numero de
espermatogonias asi como en un incremento de apoptosis en las células del epitelio

germinal (Naughtom, et al., 2001;Vigueras-Villasenor, et al., 2010).

Por lo que algunos estudios sefialan que varones con obesidad presentan gran
cantidad de grasa en las zonas suprapubica, escrotal y epididimaria, mientras que
estudios indican que en ratas Wistar obesas se ven aumentados los depdsitos de
grasa mesentéricos, epididimarios y escrotales; ahora bien, refiriendo que durante
la utilizaciéon de dietas se induce el incremento de peso y de grasa, en el presente
estudio se estimo la diferencia de grasa escrotal y de acuerdo a los resultados se
evidencio que al estimar la diferencia de grasa escrotal, los resultados mostraron
ser congruentes con lo ya reportado, debido a que el incremento de tejido adiposo
muestra tener una relacién con respecto a los parametros espermaticos como se
muestra en la figura 8 y en la tabla 3, donde se indica que el grupo con una dieta
hiperlipidica al 60% de grasas presentd un incremento de grasa gonadal del 25%
en comparacion con las ratas control, por consiguiente los resultados confirman que

el incremento de grasa gonadal es dependiente del aumento de peso.

La mayor parte de los efectos de la testosterona en el hombre (grosor de la piel,
aumento de metabolismo, distribucion del vello, desarrollo muscular, aumento de

matriz ésea etc.) se deben a la estimulacion que induce ésta para la produccion de



proteinas en el organismo (Gayton y Hall, 2011). Estudios reportan en obesidad un
declive de testosterona, por lo que pudiera alterarse la sintesis proteica,
ocasionando un efecto negativo sobre la concentracion de proteinas, como se
observa en las figuras 10 y 11, en cuyos resultados se indica una disminucion en
la concentracion de proteinas para los grupos de sobrepeso y obesidad tanto para
testiculo como para epididimo con respecto a los grupos control, sin embargo en el
epididimo se observaron diferencias en las tres regiones, donde la disminucién es

mayor en corpus que en caput y cauda del epididimo.

El sistema enzimatico es una proteccidon para los espermatozoides ante el dafo
causado por EROs, el cual es un evento considerado como uno de los principales
problemas que conducen a la infertilidad (Koziorowska-Gilun, et al., 2011), debido
a que el ataque de EROs ocurre a nivel de membrana celular por procesos de
lipoperoxidacién (Batellier, et al., 2001), asi como también dafan la integridad del
ADN del esperma, lo que limita el potencial fertilizante, alterando los parametros
espermaticos (Aitken, et al., 2014). Sin embargo, cabe sefalar que también se ha
demostrado la importancia de la presencia de EROs, pues se ha visto que estas
contribuyen en la diferenciacion celular en el epitelio testicular, aunque un
incremento excesivo de estas moléculas puede alterar la diferenciacion y afectar la

calidad espermatica.

Asi mismo, diversos estudios en animales, han demostrado que las enzimas
antioxidantes SOD y GPx son las mas importantes en la proteccion antioxidante que
ejerce el plasma seminal (PS) en los espermatozoides (Chihuilaf, et al., 2001;
kowalowka, et al., 2008). SOD es una enzima que actua extracelularmente en el
tracto reproductor masculino, la cual se encuentra en mayor grado en tejidos y
fluidos extracelulares (linfa y plasma celular) procedentes del epididimo, préstata y
glandulas seminales (Mruk, et al., 2002; Venéreo, 2002; Kowalowka, et al., 2008),
la cual se ha descrito en distintos modelos animales (ratdn, cerdo y verraco) en su
isoforma SOD2, cuya mayor expresion se presenta en las células de Leydig y en
menor grado en las células espermatogénicas (Cui Y, et al., 2008) y se ha sugerido

una correlacion entre la disminucion de la actividad de SOD en semen con respecto



a la edad del animal (Matheus-Cortez y Lopez-Ortega, 2008). Sin embargo, también
se ha revelado en otros estudios que en el epididimo hay una mayor actividad de
SOD y GPX en el caputy cauda del epididimo de rata (Godeas, et al., 1997; Tramer,
et al.,1998).

En el presente estudio los resultados revelaron una mayor actividad especifica de
SOD y GPx en testiculo con respecto al epididimo (véase figuras 13,14, 17 y 18),
mientras que en las distintas regiones del epididimo también se encontraron
variaciones en cuanto a la actividad especifica de estas enzimas, viéndose una
mayor actividad en caput y cauda, las cuales son significativas con respecto al

control.

La enzima antioxidante GPx de las mas relevantes en el sistema antioxidante en el
tracto reproductor masculino, pues se ha encontrado en mayor concentracién en el
epitelio testicular con respecto a otras enzimas antioxidantes (koziorowska, et al.,
2011) y de ésta se han reportado hasta 4 isoformas de GPx asociadas a los fluidos
epididimarios (Jiménez, 1992; Chavory, et al., 2010), su funcién es resguardar a la
células contra los perdxidos generados del metabolismo celular, al proporcionar
una proteccion ante el dano oxidativo asi como al choque frio que afecta a las
membranas de las células espermaticas (Li, et al., 2010) e informes indican una
mayor actividad de GPx en testiculo que en epididimo (Vernet, et al., 2001), de
modo que los resultados que arrojo este ensayo resultaron congruentes debido a
que se observé una disminucion en la actividad de glutatiéon en el epididimo con
respecto al testiculo (8,9,12 y13 ), ademas puede apreciarse que hay un incremento
de actividad especifica de GPx en estados de sobrepeso y obesidad en ambos
organos con respecto al grupo control, lo que podria indicar que posiblemente se

estan formando EROs, siendo metabolizadas por CAT y GPx.

En cuanto al comportamiento de la actividad especifica en relacion a las dietas
hiperlipidicas al 10 y 60% de grasas se pudo apreciar un aumento en la actividad
de las enzimas antioxidantes SOD y GPx con respecto a los controles, viéndose
elevada en sobrepeso y obesidad (véase figuras 13,14, 17 y 18). Este

comportamiento en el aumento de la actividad especifica de SOD y GPx para los
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grupos de sobrepeso y obesidad podria estar relacionado con la actividad de SOD
para proporcionar proteccion al espermatozoide, ya que al aumentar la produccién
de ion superoxido aumenta la actividad de SOD para transformarlo a perdxido de
hidrogeno, el cual aumenta y es metabolizado por GPX, es decir que estas enzimas
funcionan como un sistema para regular el estado redox del ambiente testicular y

epididimario.

El medio catalitico de CAT utiliza como sustrato H202, cuya presencia se ha descrito
en el citoplasma de las células, ademas de que actua a mayores concentraciones
de sustrato, sin embargo, en procesos de peroxidacion la enzima predomina en
concentraciones inferiores de sustrato (Vernet, et al.,2004) y se ha encontrado que
un aumento en la actividad de SOD en fluidos epididimarios y prostaticos se asocian

a la alta actividad de CAT o GPx en estos fluidos (Koziorowska, et al., 2011).

De acuerdo a los resultados en este estudio se encontré la presencia de CAT en
testiculo y epididimo (figuras 15 y 16) sin embargo se encontré una baja actividad
especifica de la misma si se compara con respecto a SOD y GPx, lo cual concuerda
con lo reportado, al ser las enzimas antioxidantes que predominan en la proteccion
de los espermatozoides en el tracto reproductor masculino. (Chihuilaf, et al., 2001;
kowalowka, et al., 2008).

La actividad especifica de CAT en testiculo y epididimo se vio incrementada en los
estados de sobrepeso y obesidad con respecto a los grupos control, ademas puede
verse que CAT tiene una menor actividad especifica con respecto a GPX 'y SOD,
sin embargo, puede verse que si hubo un ligero aumento para los grupos de
sobrepeso y obesidad (figuras 15 y 16), de acuerdo a los resultados estos nos
sugieren que la actividad especifica de CAT en el trato reproductor masculino,
participa junto con GPx, para metabolizar el peroxido de hidrégeno, aunque es

ligeramente mas alta en testiculo que en epididimo.

Por tanto, es probable que se presente un exceso de estrés oxidante en las ratas
con sobrepeso y obesidad debido a que las dietas altas en grasas, incrementan la
cantidad de tejido adiposo en la zona escrotal, lo que podria inducir el desarrollo de

procesos inflamatorios crénicos, alteracion en el tejido vascular, incremento de



temperatura, apoptosis e hipoxia, desencadenando una mayor produccioén de ERO,
que sirve de estimulo para aumentar la actividad enzimatica antioxidante de estas
enzimas, aunado con la disminucion de testosterona, viéndose disminuida la
sintesis de proteinas, lo cual pudiera afectar la actividad del sistema protector, asi
como una disminucion en la viabilidad e incremento de anormalidades espermaticas
en los grupos de sobrepeso y obesidad con respecto al control (tabla 3), lo que
indica por un lado que el sistema de proteccion enzimatico antioxidante es eficiente
al proteger contra el dafio de EROs, asi como también se infiere dado los resultados
el posible desarrollo de subfertilidad, dado que el conjunto de alteraciones fisicas y
hormonales pudieran conducir a alteraciones en la calidad espermatica, sin ser tan

grave.


editharenas2000@yahoo.com.mx
faltan citas aquí

editharenas2000@yahoo.com.mx
falta la cita de esto

editharenas2000@yahoo.com.mx
cita


La induccion de sobrepeso y obesidad en ratas Wistar mediadas por dietas
hiperlipidicas al 10 y 60% de grasas, inducen el incremento de peso y altera la
cantidad de grasa en la zona escrotal, afectando dos de los parametros
espermaticos: disminucion de la viabilidad y alteraciones en la morfologia
espermatica, encontrando mayor numero de anormalidades en pieza media, flagelo

angulado y enrollado para los grupos de sobrepeso y obesidad.

La actividad especifica de SOD, CAT y GPx aumentd en los grupos de sobrepeso y
obesidad. La elevacion en la actividad especifica de SOD, CAT y GPx que se
presenta en sobrepeso y obesidad es debida a que contribuyen a resguardar al

epitelio testicular y epididimario contra el dafo por EROs.
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Sistema de reaccion para cuantificacion de proteinas

TLféO Albumina 555mg /ml NaCl 0.09 % Bradford (ul) Abs 595 nm
(ul) (ul)

1 0 800 200

2 2 798 200

3 4 796 200

4 6 794 200

5 8 792 200

6 10 790 200
Tabla 1. Sistema de reaccion para determinacion de proteinas por el método de
Bradford, para la realizacion de la cuerva estandar de proteinas.

TUBO  SOBRENADANTE NaCl 0.09% BRADFORD Abs 595 nm

(ul) (ul) (ul)

1 2 798 200
2 2 798 200
3 2 798 200
4 2 798 200

Tabla 2. Sistema de reaccion para la determinacion de proteinas por el método de Bradford,

para las muestras de tejido de testiculo y epididimo de rata Wistar.
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