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I. Resumen

Resumen

La programacion del desarrollo es un término que define los procesos mediante las
cuales, condiciones que pueden ser o no adversas, durante periodos criticos (vida fetal o
postnatal), incrementan la susceptibilidad a padecer enfermedades en vida adulta.

Esté termino actualmente se conoce como la hipdtesis de los origenes del
desarrollo de la salud y la enfermedad.

Los periodos criticos durante el desarrollo pueden ser la gestacién y/o lactancia
donde se va a presentar mayor vulnerabilidad a condiciones subdptimas, para la
constante divisién celular tipica de estos estadios del desarrollo. El efecto y el tiempo de
exposicién a estas condiciones varian de un érgano a otro. Dichas condiciones pueden
ser: exposicion alta o baja de hormonas o de nutrientes, exposicion a nicotina o alcohol, o
condiciones anormales fisicas en la madre durante la gestacién como la presion arterial
alta.

Los estudios retrospectivos en humanos correlacionan el bajo peso al nacimiento
con enfermedades en vida adulta tipicas del Sindrome Metabdlico, también se han
realizado estudios en ratas prefiadas las cuales fueron restringidas proteinicamente
durante la gestacién y/o lactancia, encontrandose en las crias macho retraso en los
marcadores de desarrollo sexual tales como; descenso de testiculos y retracciéon del
prepucio, también se encontrd disminucidn en los valores séricos de LH y testosterona en
etapas adultas lo que llevé a menor cuenta espermatica que fue un factor determinante
gue condujo a un envejecimiento prematuro de la fertilidad. Sin embargo, los cambios
fisioldgicos, celulares y moleculares ya deben de estar programados desde etapas
tempranas del desarrollo.

Es por eso que el objetivo del presente trabajo es determinar en etapas neonatales
algunos marcadores celulares y moleculares por los cuales la restriccion nutricional
materna durante la gestacién y lactancia retrasa el de desarrollo sexual y conduce a un
envejecimiento prematuro de la capacidad reproductiva de las crias macho en la vida
adulta.

Para lo cual se trabajo con ratas Wistar prefiadas de 10 a 12 semanas de edad con
peso aproximado de 240g las cuales fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con

dietas isocaldricas, dieta C (control, caseina 20%) o dieta R (restringida, caseina 10%). Al
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I. Resumen

nacimiento se ajusté la camada a 10 crias. Se tuvieron cuatro grupos experimentales:
control en la gestacién y en la lactancia (CC), restringido en ambos periodos (RR),
restringido en la lactancia (CR) o en la gestacion (RC). El empleo de este modelo permitié
observar una gran variedad de efectos debido a la restriccidn proteinica sobre el
desarrollo sexual neonatal de las crias macho.

Al nacimiento se determinaron parametros morfométricos de las crias macho,
posteriormente se sacrificaron a distintas edades (15, 16 y 17 dias) por medio de
decapitacion utilizando una guillotina. En sangre se determino la concentracion de FSH y
de testosterona a los 14 dias de edad. También se extrajeron y se pesaron los testiculos.
El testiculo derecho se utilizé para estudiar la expresién de los receptores de FSHy LH; y el
testiculo izquierdo se utilizd para estudiar por medio de histologia la apertura de luz
tubular testicular.

Los resultados demuestran que las crias macho al nacimiento provenientes de
madres restringidas proteinicamente tienen mayor relacion cefdlico-abdominal lo que nos
indica que la desnutricién es moderada donde los nutrientes favorecen el crecimiento del
cerebro y no de otros 6rganos como el testiculo, ya que presenta menor peso al dia del
sacrificio con respecto al grupo control.

Los resultados encontrados en los valores séricos de FSH y testosterona no son
significativos, sin embargo para la expresion de los receptores de FSHy LH a los 7 y 14 dias
de edad en el grupo RC si lo son, observandose aumentada la expresidon y la aparicién de
la luz tubular testicular se retraso en todos los grupos restringidos y en todas las edades.

Se sabe que la proliferacion de la célula de Sertoli se lleva a cabo en edades
neonatales y que en el proceso de maduracién de estas células migran a la periferia del
tubulo testicular para permitir el paso de la luz. Si este proceso no ocurre en tiempo y
forma adecuados las células mueren. Esto explica en gran medida que el tamafo de los
testiculos sea menor en los grupos restringidos.

En concreto la restriccion proteinica materna durante la gestacion y/o lactancia
repercute en la funcionalidad del eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo desde etapas
neonatales en las crias macho retrasando el desarrollo testicular.
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II. Introduccion

1. Diferenciacion y desarrollo sexual.

Los cromosomas sexuales se separan por division meidtica, es por eso que los
espermatozoides contienen un cromosoma X o Y. En contraste lo évulos sélo pueden
tener un cromosoma X. Cuando un d6vulo es fertilizado por un espermatozoide que
transporta el cromosoma X, el cigoto XX resultante se convertird en hembra. En forma
alternativa, cuando el espermatozoide fertilizante contiene un cromosoma Y, la
combinacién XY asegurara el desarrollo de un macho™?.

Sin embargo en la actualidad se sabe que sdlo en una pequena parte del
cromosoma Y se encuentra el gen llamado SRY (Regidon del Y que determina el sexo) que
permite la diferenciacion testicular’.

En condiciones normales el individuo XY, tiene sélo un alelo del gen SRY y sélo un
alelo del gen DAX1 (factor represor testicular) cuyo gen se encuentra en el cromosoma X,
en estas condiciones SRY es predominante y permite la diferenciacion testicular con la
expresion de genes tipicamente testiculares como SOX9 y AMH (hormona
antimuleriana)*® .

Durante las seis primeras semanas de vida fetal en el humano y durante los
primeros siete dias de vida fetal en la rata, la génada primitiva se halla en ambos sexos y
se encuentra conectada con el rifidn primitivo. En ausencia de los genes testiculares, la
génada se convierte en ovario, mientras que la diferenciacién testicular ocurre en
presencia de dichos genesG’ 4,

Los testiculos fetales estan organizados como agregados de células germinales y de
células de Sertoli, mientras que las células de Leydig se hallan en el area intersticial.

Aunque el sexo gonadal estd determinado por genes en el cromosoma Y, el
desarrollo del sexo genital depende de hormonas secretadas por las génadas en
desarrollo. En general los drganos genitales femeninos se desarrollan en forma
espontanea, mientras que la secrecidn de diversas hormonas masculinas secretadas por
los testiculos fetales es responsable del desarrollo de las estructuras genitales
masculinas’.

Dos grupos de conductos son responsables del desarrollo de los tractos
reproductores y estan presentes hasta la séptima semana de vida en el humano y en la
rata hasta el octavo dia. El conducto de Miiller da origen a las estructuras femeninas,
mientras que las masculinas se derivan del conducto de Wolff. En el macho, la regresiéon
del conducto de Miiller tiene lugar bajo la influencia de la hormona antimuleriana,
secretada por las células de Sertoli fetales.

Por otro lado las células de Leydig producen andrégenos, responsables de la
estabilizacidén de los conductos de Wolff y de su diferenciaciéon en epididimo, conducto
deferente y vesiculas seminales, asi como de la masculinizacién del seno urogenital y de
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II. Introduccion

los genitales externos. La diferenciacidn de las células de Leydig, su proliferacion y su
actividad estereoidogénica dependen del estimulo gonadotrdéfico proporcionado por la
gonadotrofina coriénica humana (hCG) placentaria en los primeros seis meses de vida
intrauterina en el humano y para la rata en los primeros 14 dias fetales, después de este
periodo estos procesos dependen de la hormona leuteinizante (LH) hipofisaria. Tanto la
hCG como la LH se unen a un mismo receptor de membrana presente en las células de
Leydig, responsables de traducir la sefial (Figura 1).

Figura 1. Regulacién hormonal de la diferenciacién, proliferacién y produccién de
esteroides en la célula de Leydig.

2. Hipotalamo e Hipdfisis

El eje hipotdlamo-hipodfisis-testiculo desempefia un papel muy importante en el
desarrollo y diferenciacién sexual.

En distintos mamiferos como el humano y los roedores la hipdfisis se divide en dos
partes: hipdfisis anterior (adenohipdfisis) e hip6fisis posterior (neurohipéfisis)’. Estos dos
I6bulos presentan actividades autocrinas y paracrinas inmediatamente después de la
diferenciacién de estas dos dareas de la hipodfisis. Ambas estructuras rudimentarias son
evidentes en el humano después de la cuarta semana de vida fetal, mientras que en la
rata ocurre alrededor del dia noveno de vida fetal'’, es por eso que el sistema hipotalamo-
hip&fisis desde muy temprana edad en vida fetal es capaz de tener funcién endocrina®’.
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La secrecidon de hormonas comienza en el hipotalamo ubicado en el cerebro, abajo
del talamo, donde las neuronas Gonadotropinérgicas del darea predptica medial
hipotalamica sintetizan la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH= gonodotropin
relesing hormone) de 10 aminodacidos’, que es transportada por la porta hipotilamo-
hipofisaria hacia la hipdfisis anterior, esto ocurre alrededor de la quinta semana en el
humano y en la rata alrededor del noveno dia de vida fetal®’.

La hipdfisis anterior secreta inmediatamente después dos hormonas muy

importantes para el eje reproductivo masculino como son: la hormona leuteinizante (LH) y
la hormona foliculo estimulante (FSH). Estas hormonas son liberadas a circulacién
periférica con el fin de alcanzar su 6rgano blanco en la génada®.

El eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo se encuentra regulado por asas de
retroalimentacién negativa (Figura 2)°.

Figura 2. Eje hipotalamo hipdfisis testiculo®’.
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3. Generalidades del Eje reproductivo masculino

Los testiculos son pequefias gldndulas ovoides situadas en una estructura a manera
de bolsa y revestida de piel llamada escroto. Cada testiculo estd cubierto por una capa
fibrosa blanca que se divide en Iébulos y cada I6bulo estd compuesto por uno a tres tubos
seminales o seminiferos diminutos y enrollados. Los tubulos seminiferos drenan en ambos
extremos en una red filamentos a partir de la cual los conductos eferentes la vacian en el
epididimo. El epididimo, adyacente al testiculo, consiste en una cabeza, un cuerpo y una
cola y esta conectado con el conducto deferente (Figura 3)*.

Las principales funciones del epididimo son la maduracién y almacenamiento de
los espermatozoides. Cuando los espermatozoides llegan a la cabeza del epididimo no son
moviles y a medida que éstos viajan a través del cuerpo hasta la cola del epididimo
adquieren movilidad y son capaces de poder fertilizar el évulo °.

Epididimo

Red de

_—filamentos

Tubulos
Seminiferos

Figura 3. Esquema general del Testiculo

El espacio intersticial ocupa un tercio del volumen testicular total y contiene las
células de Leydig productoras de andrégenos, vasos sanguineos, linfaticos y nerviosos.
Ademas en el espacio intersticial hay coldgeno, fibras eldsticas y un gran numero de
macréfagos (Figura 4)°.
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I ——————————————————S—————.e
Las paredes de los tubulos seminiferos estan recubiertas por células germinales
primitivas y por células de Sertoli, que son células grandes y complejas, y se consideran
reguladores principales de la espermatogénesis en respuesta a la hormona foliculo

estimulante para la cual poseen receptores de superficie celular (Figura 4)*> %7

Figura 4. Corte transversal de un testiculo. G= Célula Germinal. S= Célula de Sertoli.
L= Célula de Leydig. I=Intersticio®’.

4. Célula de Sertoli

La célula de Sertoli es la primera célula que se puede identificar al microscopio en
un testiculo fetal y sélo prolifera en etapas neonatales cuando las células son inmaduras,
es por esto que en la vida adulta ya no proliferan (Figura 5)%°. La célula de Sertoli es la que
determina el tamafio de los testiculos en la vida adulta y también existe una relacién entre
el nimero de células de Sertoli con la capacidad de llevar a cabo una éptima
espermatogénesis*'.
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Figura 5. Proliferacion de las células de Sertoli en humanos y ratas en distintas
etapas de la vida. Linea azul punteada: proliferaciéon de las células de Sertoli con respecto
al tiempozg.

La FSH ejerce su efecto endocrino sobre las células de Sertoli, ya que es el Unico
tipo celular en el testiculo que posee receptor para dicha hormona. La célula de Sertoli
necesita de FSH para una adecuada proliferacion. También produce proteinas tales como:
la proteina fijadora de andrégenos (ABP) y la inhibina entre otras®®.

La ABP tiene gran afinidad por la testosterona y es la responsable de mantener las
concentraciones altas de testosterona en la luz tubular para ser transportada hasta el
epididimo (Figura 6). La inhibina regula la secrecién de FSH a nivel hipofisario (Figura 2)*°.
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Figura 6. Sefializacion en la célula de Sertoli, para la sintesis de la ABP.

5. Barrera hemato-testicular

Los tubulos seminiferos en un principio contienen células germinales y células de
Sertoli dispersas por el tubulo, sin orden alguno, en el proceso de maduraciéon hay
migracion a la periferia tanto de células germinales como de células de Sertoli. En la rata
macho aproximadamente a los 14 6 15 dias de edad termina el reacomodo de células de
Sertoli en la periferia del tubulo, lo que permite que aparezca la luz tubular y se forme la
barrera hemato-testicular’® que son uniones impermeables que evitan el paso de
moléculas grandes desde el tejido intersticial hasta la regién cercana a la luz tubular. El
liquido en la luz tubular es muy diferente al plasma: contiene cantidades muy reducidas
de proteina y glucosa, pero es muy rico en andrégenos y estrégenos, K*, inositol, y 4cidos
glutdmico y aspartico. Esta barrera también protege a las células germinales de los
agentes nocivos presentes en la sangre al evitar que penetren al tubulo y también ayuda
a establecer un gradiente osmotico que facilita el movimiento de liquidos al interior de Ia
luz tubular ©.

-11 -
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6. Esteroidogénesis

Los testiculos secretan varias hormonas sexuales masculinas, que colectivamente
reciben el nombre de andrégenos y que son la testosterona, la dihidrotestosterona vy la
androstendiona®.

Las células de Leyding tienen receptores para la hormona leuteinizante (LH)
hipofisaria, cuando dicha hormona se une a su receptor se inicia una serie de sefiales a
través de segundos mensajeros via AMP ciclico, estimulando la sintesis de la proteina
reguladora aguda de esteroides (StAR), esta proteina acelera el transporte de colesterol
desde la membrana externa de la mitocondria hasta la membrana interna de Ia
mitocondria.

El colesterol puede sintetizarse de novo a partir del acetato, sin embargo en la rata
los tejidos esteroidogénicos lo obtienen de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), una
vez que el colesterol se encuentra dentro de la mitocondria la proteina P450scc (enzima
divisora de la cadena lateral) convierte el colesterol a pregnenolona, paso limitante en la
biosintesis de andrégenos, principalmente en la produccién de testosterona *2.

La testosterona, hormona principal de los testiculos, es un esteroide C19 con un
grupo —OH en posicién 17. Se sintetiza a partir del colesterol que es transportado al
interior de la mitocondria por medio de la StAR donde se convierte en pregnenolonazz.

La enzima 17 alfa-hidroxilasa cataliza la hidrdlisis de la pregnenolona en posicién
17 y luego es objeto de una rotura de las cadenas laterales para formar
deshidroepiandrosterona por medio de la enzima 17, 20 liasa, esta via es mas relevante en
el humano®.

En los roedores la pregnenolona se deshidrogena a progesterona por medio de la
enzima 3 beta-HSD (3beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa), posteriormente sufre una
hidrolisis en posicion 17 por la enzima 17 alfa-hidroxilasa y se forma la 17-
hidroxiprogesterona, por ultimo se forma androstenodiona una reaccion catalizada por la
enzima 17, 20 liasa®.

La deshidroepiandrosterona es un precursor de la androstenodiona en una
reaccidn catalizada por la enzima 3 beta-HSD. La formacién de testosterona tiene lugar
por la reduccion de un grupo hidroxilo presente en la androstenodiona dicha reaccién la
cataliza la 5alfa reductasa (Figura 7)*.
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II. Introduccion

Figura 7. Esteroidogénesis en la célula de Leydig

7. Espermatogénesis

La espermatogénesis es una serie de procedimientos mediante los cuales las
células germinales inmaduras o espermatogonias se transforman a células germinales
maduras o espermatozoides.1 La espermatogénesis se produce en todos los tubulos
seminiferos durante la vida adulta, como consecuencia de la estimulacién por las
hormonas gonadotropicas de la adenohipéfisis (LH y FSH) *°.

Los tubulos seminiferos contienen una gran cantidad de células germinales
denominadas espermatogonias, localizadas en dos o tres capas a lo largo del borde
externo de la estructura tubular. Proliferan continuamente para reponer su nimero, y una
porcidn de ellas se diferencia para formar espermatozoides L4

La espermatogénesis puede dividirse en tres fases: multiplicacién mitdética de las
células madre (espermatogonias), meiosis y espermiogénesis 24

Primera fase: La divisidon y la maduracién de las células madre inmaduras tiene
lugar en el compartimiento adluminal de los tubulos cerca de la membrana basal. La
division mitética conduce a la formacién de mds células madre que permanecen en
reproceso hasta el siguiente ciclo espermatogénico. Como consecuencia de mitosis
sucesivas, las espermatogonias progresan de A;—>A,—>A3—>A, a tiempos intermedios (IN) a
espermatogonias tipo B. Las espermatogonias progresan a espermatocitos primarios a
través de un ciclo de mitosis >*.
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Segunda fase: Esta fase involucra la division meidtica. Los espermatocitos
primarios comienzan la divisidn meidtica. La meiosis consiste en dos divisiones celulares
consecutivas (cromosomas 4N->2N->1N) acompaiadas por sélo una duplicacién de los
cromosomas, de modo que las células resultantes (espermatides) contiene sélo la mitad
del nimero de cromosomas (haploide: 1N) 24,

Tercera fase: Esta fase se denomina espermiogénesis y es durante la cual se
produce la transformacion compleja de las espermatides en espermatozoides
especializados 24,

Cada espermatozoide es una célula compleja altamente especializada que no crece
ni se divide. Un espermatozoide principalmente contiene DNA, una cabeza y una cola®
entre otras cosas.

La cabeza estd constituida en su mayor parte por material cromosémico y se
encuentra recubierta por el acrosoma, un organelo rico en enzimas que participan en la
penetracién del ovulo. La cola mévil del espermatozoide estd envuelta en su porcion
proximal por una vaina que contiene multiples mitocondrias °.

Figura 8. Espermatogénesis

8. Programacion del desarrollo

La programacién del desarrollo es un término que define los procesos mediante los
cuales, condiciones que pueden ser o no adversas, durante periodos criticos (vida fetal o
postnatal), incrementan la susceptibilidad a padecer enfermedades en vida adulta™.

Los periodos criticos durante el desarrollo pueden ser la gestacion y/o lactancia
donde se va a presentar mayor vulnerabilidad a condiciones subdptimas, para la
constante division celular tipica de estos estadios del desarrollo. El efecto y el tiempo de
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exposicidon a las condiciones subdptimas varian de un érgano a otro. Dichas condiciones
pueden ser: Exposicidn alta o baja de hormonas o de nutrimentos, exposicidén drogas o
farmacos, o condiciones anormales fisicas en la madre durante la gestacion como puede
ser la presion alta ** %°.

En gran medida el desarrollo en edades tempranas depende del mapa genético
heredado por nuestros padres, sin embargo el ambiente intrauterino y neonatal es muy
importante para determinar el fenotipo del individuo™.

Durante la vida intrauterina, el feto reduce su crecimiento en respuesta a
condiciones anormales ambientales, el nimero de células se puede incrementar o reducir,
en un proceso adaptativo que le permite sobrevivir a corto plazo, sin embargo estos
cambios son los que dan origen precisamente a enfermedades en vida adulta. Cuando
existe discrepancia entre el ambiente intrauterino y el neonatal se producen procesos
adaptativos predictivos, que le permiten sobrevivir al neonato a una condicién distinta a la
que fue preparado™ % %°.

En el humano, el bajo peso al nacimiento se correlaciona con enfermedades en
vida adulta tipicas del Sindrome metabdlico como: hipertension®, enfermedades
coronarias™, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa®®, diabetes tipo 2*% y
obesidad*".

Estudios epidemioldgicos han demostrado que el estado nutricional de la madre es
una causa determinante para la programacién del desarrollo, el mds conocido es el
realizado con respecto al invierno hambriento Holandés. Durante la segunda guerra
mundial entre 1944 y 1945 el ejército nazi mantuvo una ocupacion en diferentes zonas de
Holanda. Aunado al fuerte frio del invierno la poblacion sufrid desnutricién debido a la
escasez de alimentos. La cantidad de calorias consumidas en la dieta por dia cayo casi un
50% (600 Kcal/dia). El periodo de hambruna tuvo efectos permanentes sobre los nifios
recién nacidos de mujeres embarazadas durante este periodo, el efecto de la hambruna
dependié del estadio del embarazo en el que se encontraba la mujer. El fenotipo de los
individuos nacidos durante el invierno hambriento holandés ha permitido relacionar el

. - . 14, 44
bajo peso al nacimiento con las enfermedades antes mencionas ™.

9. Programacion del desarrollo en el eje reproductivo masculino

La programacion del desarrollo afecta de manera distinta a hembras y machos, se
ha demostrado que una dieta alta en grasa durante la gestacién y/o lactancia eleva en
vida adulta la presién sanguinea en las hembras y en los machos no™.

La desnutricion durante la gestacion y/o lactancia induce cambios en la
diferenciaciéon de un tejido, en la formacidon de génadas o en la maduracion de los
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organos, teniendo un efecto directo en la funcion de dichos 6rganos durante la vida
adulta®®.

El desarrollo del eje hipotdlamo hipdfisis en vida fetal es muy susceptible a
cambios en el estado nutricional de la madre®’, si no es el adecuado disminuye los niveles
fetales de testosterona importantes para llevar a cabo una adecuada proliferacion celular,
reduciendo el nimero de células de Sertoli*’.

En un estudio previo realizado por nuestro equipo de trabajo utilizando ratas
gestantes y/o lactantes las cuales fueron expuestas a restriccion proteinica al 50% se
demostrd, que las crias macho provenientes de esas madres restringidas proteinicamente
tuvieron retraso en marcadores de desarrollo sexual tales como: descenso de testiculos y
retraccién del prepucio; también se encontré disminucion en los valores séricos de LH y
testosterona en etapas adultas lo que condujo a menor cuenta espermatica y que
posteriormente fue un factor determinante que llevd a envejecimiento prematuro de la
fertilidad en el macho’.

Sin embargo el desempefio reproductivo del macho debe estar determinado desde
etapas fetales y/o neonatales.
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I11. Justificacion

Como ya se sabe la desnutricidon intrauterina y neonatal induce en el individuo una
serie de procesos adaptativos predictivos que le permiten sobrevivir, sin embargo se
compromete el desarrollo de los drganos, tales como el testiculo.

Nuestro grupo de investigacion ha comprobado en estudios anteriores que la
restriccion proteinica materna durante la gestacion y/o lactancia, retrasa en las crias
macho marcadores de desarrollo testicular tales como: descenso testicular y retraccion
del prepucio. También disminuye la cantidad de espermatozoides y hay envejecimiento
prematuro de la tasa de fertilidad en la vida adulta del macho.

Sin embargo la restriccion proteinica materna durante la gestacion y/o lactancia
debe retrasar el desarrollo testicular desde etapas neonatales y esto seguramente llegara
a repercutir en el desempeiio reproductivo del macho en vida adulta. A la fecha existen
pocos estudios relacionados con el tema, pero se sabe que si la célula de Sertoli no
prolifera en tiempo y forma adecuada degeneran y mueren.

Por lo que buscamos algun retraso en el desarrollo testicular en etapas neonatales

debido a alguna alteracion celular o molecular inducida por la restriccién proteinica
materna en la gestacion y/o lactancia.
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IV. Hipétesis

Debido a la importancia que tiene la proteina en la alimentacion al reducir su
ingesta al 50% en la rata gestante y/o lactante se inducira alguna alteracion celular o
molecular lo que retrasara el desarrollo testicular neonatal y que seguramente
concordara con lo ya observado anteriormente en etapas adultas donde hay una
disminucion prematura de la tasa de fertilidad.
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V. Objetivos

Objetivo general

e Determinar en etapas neonatales algunas alteraciones a nivel celular o
molecular que induzcan un retraso en el desarrollo testicular, debido a la
restriccion de proteina de la madre durante la gestacién y/o lactancia.

Objetivos generales.

e Evaluar parametros morfométricos al nacimiento de la crias macho
neonatales cuyas madres fueron restringidas durante el embarazo y/o
lactancia.

e Comparar la ganancia de peso de las crias provenientes de madres
expuestas a restriccidén proteinica contra las crias provenientes de madres
sin restriccion alguna.

e Comparar el tamafo de los testiculos al dia del sacrificio de las crias cuyas
madres fueron restringidas proteinicamente durante el embarazo y/o
lactancia.

e Cuantificar a los 14 dias de edad las concentraciones hormonales de FSH y
testosterona en las crias macho provenientes de los cuatro grupos
experimentales.

e Determinar la expresidn del receptor para LH y FSH en testiculos de ratas de
7 y 14 dias de edad, expuestas a restriccidn proteinica materna.

e Evaluar la apertura de luz tubular en testiculos desde los 15 hasta los 17

dias de edad, de las crias macho cuyas madres fueron restringidas
proteinicamente durante alguna etapa.
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VI. Materiales y métodos

1. Modelo bioldgico.

Se trabajé con 24 ratas hembras albinas nuliparas de la cepa Wistar de 10 a 12
semanas de edad y con un peso de 240 * 20g, las cuales fueron colocadas en cajas de
acrilico en un cuarto del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran (INCMNSZ), bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12:12 horas),
humedad y temperatura (75% humedad relativa y 23°C).

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Investigacion en
Animales (CINVA) del INCMNSZ.

Dichas ratas se colocaron con un macho de la misma cepa de fertilidad probada y
sin tratamiento alguno para su apareamiento por cinco dias. En la mafiana del dia
siguiente se les realizd frotis vaginal utilizando un asa bacteriolédgica con el fin de observar
en el microscopio espermatozoides y asi sefialar el inicio de la gestacién (dia cero).

Las ratas prefiadas fueron separadas del macho y alimentadas ad libitum
aleatoriamente con dietas experimentales isocaldricas (figura 9).
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2. Dietas experimentales isocaldricas.

El uso de dietas experimentales a base de caseina ha sido reportado anteriormente
por nuestro equipo de trabajo7’8.

Las dietas experimentales utilizadas son a base de caseina, teniendo asi la dieta
Control (C) con 20% de caseina vy la dieta Restringida (R) con 10% de caseina, cabe
mencionar que tienen la misma cantidad de calorias por lo que se compensa con
carbohidratos de acuerdo a lo reportado por Zambrano et al. (Tabla 1) 3%,

Las dietas experimentales fueron elaboradas en la planta piloto de la Unidad
Tecnoldgica de Alimentos del INCMNSZ, donde se pesaron los componentes segun la
cantidad requerida en una balanza (Sartorius: Peso total 610g Sensibilidad 0.001g) o en
una bascula (Eura: Peso total 100kg. Modelo 2000/100) y se asegurd la distribucion
homogénea de la mezcla utilizando una mezcladora (Hobart: Modelo A200 The Hobart
MFG. C.0) de paleta por 15 minutos, después se agregd agua hasta obtener una pasta
moldeable, para poder formar galletas.

Las galletas formadas se dejaron secar a temperatura ambiente, hasta que

tuvieron la dureza adecuada.

Tabla 1. Composicidon de las dietas experimentales.

Dieta Dieta
Caseina 20% Caseina 20%
(g/100g) (g/100g)

Caseina libre de Vitaminas 20 10
L- cistina dihidriclorada 0.3 0.15
Mezcla de Vitaminas AIN-93VX 1 1
Clorhidrato de Colina 0.165 0.165
Mezcla de Minerales Rogers-Harper 3.5 3.5
a-Celulosa-Fibra 5 5
Aceite de Maiz 5 5
Dextrosa Anhidra 325 37.5
Almiddn de maiz 325 37.5
Contenido energético 3.85kcal/g 3.85kcal/g

Se emplearon dos dietas isocalédricas, C (control, caseina 20%) y R (restringida, caseina 10%). Todos
los componentes fueron grado alimenticio. Los siguientes ingredientes fueron adquiridos de Harlan-
Teckland, EUA: Caseina libre de vitaminas (cat.160090), L-cistina dihidroclorada (cat.10360), mezcla de
vitaminas AIN-93-VX (cat. TD94047), mezcla de minerales Rogers-Harper (cat. 160170), dextrosa anhidra
(cat. 160195) y almidon de maiz (cat.160170). De Sigma-Aldrich, St. Louis Mo,EUA, se obtuvieron:
clorhidrato de colina (cat. C2004) y a-celulosa-fibra (cat. C8002). El aceite de maiz se obtuvo de la Gloria
México.
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3. Grupos experimentales.

La restriccion proteinica materna de este trabajo considerd distintas ventanas

criticas del desarrollo del eje reproductivo de las ratas macho” &

. Por lo que se tuvieron
cuatro grupos experimentales, los cuales se sefialaron con dos letras, donde la primera
corresponde a la dieta recibida por la madre durante la gestacion y la segunda letra

corresponde a la dieta recibida por la madre durante la lactancia (Figura 10).

Grupo (CC): Dieta al 20% de caseina en la gestacién y lactancia.
Grupo (RR): Dieta al 10% de caseina en la gestacion y lactancia.
Grupo (CR): Dieta al 20% de caseina en la gestacién y dieta al 10% en la lactancia.
Grupo (RC): Dieta al 10% de caseina en la gestacién y dieta al 20% en la lactancia.

Gestacion
Concepcion Nacimiento Destete
Dias 0 22 0 21
CC 20% de Caseina 20% de Caseina
10% de Caseina 10% de Caseina

C 20% de Caseina 10% de Caseina
C 10% de Caseina 20% de Caseina

Figura 10. Linea de tiempo de la dieta recibida por la
madre durante la gestacién y/o lactancia, donde se
observan los cuatro grupos experimentales.
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4. Manejo de la madre durante la gestacion y la lactancia.

Durante la gestacidén las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico y se les dio agua
y alimento ad libitum.

Durante la lactancia se registré la ganancia de peso de las crias, siendo de mas
importancia para este trabajo las crias macho.

En todo el experimento se conservaron los ciclos de luz-oscuridad (12:12 horas), y
se controlo la humedad y temperatura ambiente (75% humedad relativa y 23°C).

5. Nacimiento de las crias.

Al dia 2 después del parto (dia 22 de gestacién) las camadas fueron ajustadas a 10
crias tratando de guardar la proporcion 1:1 macho hembra. Las crias al nacimiento se
pesaron y se les midié algunos pardmetros morfométricos utilizando un vernier como
son: talla, diametro cefalico, diametro abdominal y distancia ano-genital (Figura 11).

A B C D

Figura 11. Parametros morfométricos como talla (A), diametro cefalico (B),
didmetro abdominal (C) y distancia ano-genital (D).

6. Sacrificio de las crias.

Las crias macho se sacrificaron a distintas edades (7, 14, 15, 16 y 17 dias) por
medio de decapitaciéon utilizando una guillotina. La sangre se recolecté en tubos
eppendorf de 1.5mL para analizar en suero marcadores bioquimicos como: la
concentracion de FSH y de testosterona mediante Radio Inmuno Analisis (RIA). Los
testiculos se pesaron en una balanza (Sartorius: Peso total 610g Sensibilidad 0.001g), el
testiculo derecho se guardd en el ultracongelador a -75°C para determinar algunos
marcadores moleculares como: expresidn de los receptores de FSH y LH. El testiculo
izquierdo se fijé en para-formalaldehido para ser evaluado por histologia.
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7. Marcadores bioquimicos

e Analisis de las concentraciones séricas de FSH por RIA a los 14 dias de edad.

Para determinar la concentracion de FSH en suero se utilizé la técnica de RIA de
doble anticuerpo utilizando los reactivos donados por NIDDK (National Institute of
Diabetes, Digestive and Kidney Diseases, Baltimore, MD). La concentracion de FSH en
suero de rata fue radiomarcada con '*’| mediante la técnica cloramina- T, seguido de la
separacion de proteinas libres y unidas [**1], por Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich, Cat.
S6147). Los resultados fueron expresados en términos del estandar de NIDDK-rata-FSH-
RP2. Las muestras se analizaron por duplicado utilizando 100ug de suero por muestra. El
coeficiente de variacidn intraensayo fue 9%, el coeficiente de variacién interensayo fue
14% vy la sensibilidad fue de 0.035ng/mL.

e Andlisis de las concentraciones séricas de testosterona por RIA a los 14 dias de
edad.
Para determinar la concentracidn de testosterona en suero se utilizé la técnica de
RIA fase sélida donde se emplea un anticuerpo especifico obtenido de un estuche
comercial para rata de DPC Coat-a-Count (Diagnostic Production Corporation, Los Angeles,
CA, Cat; TKTT1). Las muestras se analizaron por duplicado utilizando 100ug de suero por
muestra. El coeficiente de variacidon intraensayo fue 5%, el coeficiente de variacién
interensayo fue 9% vy la sensibilidad fue de 0.04ng/mL.

8. Marcadores moleculares

e Extraccion de RNA

El RNA total se extrajo del testiculo derecho de las ratas macho de 7 y 14 dias de
edad de cada grupo experimental por homogenizacion en el reactivo de Trizol ™
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, USA, Cat. 1559026) siguiendo su respectivo

inserto, el cual nos dice lo siguiente:
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1. Esterilizar todo el material a utilizar y llenar varios tubos Falcén de 15mL
con H,0+DEPC, para lavar el politron (Tissue Tearor 398, Biospec Products,
Inc, USA) tres veces entre cada muestra.

2. En un tubo Ependorf de 1.5mL afadir 1mL de reactivo de Trizol ™

por cada
50-100mg de tejido y homogenizar con un politréon (Tissue Tearor 398,
Biospec Products, Inc, USA).

3. Incubar el homogenizado a temperatura ambiente por 5min.

4. Agregar 0.2mL de CHCIls (Sigma, USA, Cat. C243225ML) por cada mililitro de
reactivo de Trizol ™.

5. Dar vortex por 15 segundos, incubar a 15-30°C por 3min.

6. Centrifugar las muestras a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C.

7. EI RNA permanece en la parte acuosa. Transferir la parte acuosa a otro tubo
Ependorf y precipitar el RNA utilizando Isopropanol (0.5mL/mL de Trizol ™)
grado Biologia molecular.

8. Incubar las muestras toda la noche a -20°C.

9. Centrifugar las muestras a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C.

10. El RNA precipita, Decantar.

11. Lavar el precipitado con Etanol al 75% (1mL/mL de Trizol).

12. Agitar por vortex y Centrifugar a 12000 rpm por 30 minutos a 4°C.
Decantar.

13. Disolver el RNA con H,O+DEPC.

El RNA se cuantificd en un espectrofotémetro dentro del campo de la luz visible a
una longitud de onda de 260 y 280 nm, para lo cual se utilizé una dilucién 1:200.

e Obtencion de DNA complementario.

Se tomd la cantidad equivalente 3ug de RNA y por medio de la técnica de la
Transcriptasa Reversa se obtuvo el DNA complementario, utilizando el estuche
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Applied Science, USA, Cat. 13490320).

La reaccién se llevd a cabo en un termociclador (Perkin ElImer Gene Amp, PCR

System 960) el cual realizé ciclos a diferentes temperaturas (Tabla 2), en un programa
especifico.

-29-



VI. Materiales y métodos

Tabla 2. Programa de Transcriptasa Reversa.

Ciclo Temperatura °C Tiempo (min)
Desnaturalizacion 65 10
Elongacion 55 30
Desactivacion 85 5

Ciclos a diferentes temperaturas utilizados para la reaccién de la

trascri ptasa reversa.

e Reacciéon en Cadena de Polimerasa.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa permitié incrementar mas de 10°
veces el DNA para lo cual se utilizd el estuche Fast Start Tag DNA Polymerase (Roche
Applied Science, USA, Cat. 10940653), el cual tenia los componentes de la mezcla de
reaccion (Tabla 3), excepto los oligonucleétidos (Tabla 5).

Tabla 3a. Mezcla de Reaccién para rFSH y rLH.

Componente Cantidad (i)
cDNA 5

Agua Grado PCR 13.1

PCR Reaccién Buffer 10X 2.5

Mezcla de dNTP (1ImM) 1
Oligonucledtido sentido 1
Oligonucledtido anti-sentido 1

DMSO 1

DNA Taq Polimerasa 0.4

Total 25

Componentes de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Tabla 3b. Mezcla de Reaccidn para ciclofilina.

Componente Cantidad (i)
cDNA 3

Agua Grado PCR 16.1

PCR Reaccién Buffer 10X 2.5

Mezcla de dNTP (1ImM) 1
Oligonucledtido sentido 0.5
Oligonucledtido anti-sentido 0.5

DMSO 1

DNA Taq Polimerasa 0.4

Total 25

Componentes de la reaccién en cadena de la polimerasa.
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La mezcla de reaccion de la tabla 3a se realizd, para el receptor de FSH y para el
receptor de LH. Para el gen constitutivo Ciclofilina se utilizé la mezcla de reaccion tabla 3b.

Ambas mezclas se prepararon en tubos de 0.2 mL (Termowell™, DNase/RNase Free,
Cat 6571) y se llevaron acabo en el termociclador (Perkin ElImer Gene Amp, PCR System
960), el cual realizé 3 cambios de temperatura y los repitié 30 veces en un programa
especifico (Tabla 4).

Tabla 4. Programa de PCR.

Temperatura °C Tiempo (min)
Desnaturalizacion 95 30
Alineamiento 60 30
Elongacion 72 30

Cambios de temperatura utilizados para la reaccion en cadena de la
polimerasa, estos tres pasos se repitieron 30 veces.

Esta técnica incrementd el DNA de la secuencia especifica, del receptor de FSH, del
receptor de LH y del gen constitutivo Ciclofilina, hibridando con sus respectivas secuencias
flanqueantes de oligonucleétidos (Tabla 5).

Tabla 5. Oligonucleétidos flanqueantes.

Gen Oligonucleétido sentido Oligonucleétido anti-sentido Peso
LH-R 5’-GAATGCTTTCCAAGGGATGA-3’ 5’-CCTCAAAGATGGCGGAATAA-3* 470 pb
FSH-R 5’-GAGTCATCCCGAAAGGATCA-3’ 5’-TAAAATGACTGGCCCAGAGG-3' 494 pb

Ciclofilina 5-CCCCACCGTGTTCTTCGACAT-3'  5-GCTGGTCTTGCCATTCCTGGA-3'  451pb

Oligonucledtidos flanqueantes utilizados para el estudio de la expresién de los
genes del receptor de FSH y del receptor de LH.

e Electroforesis
El DNA amplificado se separd por medio de una electroforesis de agarosa al 1.2% en

TBE 1X utilizando un voltaje constante de 90 volts durante 45 minutos. Posteriormente el
DNA se desnaturalizd a cadena sencilla, para lo cual se hicieron dos lavados, el primero
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con solucién alcalina a pH=11 por 30 minutos y el segundo con solucién neutra con pH=7.5
por 30 minutos.

El DNA separado en el gel se transfiri6 a una membrana de nylon Z-Probe (Bio-Rad,
Hércules, USA Cat. 1620159) cargada positivamente, por medio de capilaridad.

El DNA fue fijado a la membrana por radiacién UV (Gene Cross-Linker; Bio Rad).

e Obtencidon de sondas especificas marcadas con digoxigenina

Se extrajo RNA por medio de la técnica antes descrita de dos ovarios de una rata
hembra albina nulipara de la cepa Wistar de 10 a 12 semanas de edad, con un peso de 240
+ 20g y sin tratamiento alguno. Se obtuvo cDNA por medio de la Transcriptasa Reversa y
se marco la sonda especifica mediante la reaccién de PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche,
Penzberg, Cat. 11636090910). Se purificé la sonda marcada que presentaba mayor peso
molecular después de un corrimiento electroforético.

Esta técnica se realizé para marcar las sondas especificas a la secuencia de DNA de

las enzimas y receptores de interés (Ciclofilina, rFSH, rLH), utilizando también los
oligonucledtidos de la tabla 5.

e Southern Blot

Las membranas con DNA fijado se pre-hibridaron durante 24 horas en solucion
estandar de hibridacién (SSC 20X, N-Laurilsarcosina 10%, Reactivo de bloqueo) a una

temperatura de 68°C, después se hibridaron con la sonda marcada con digoxigenina
durante 24 horas a 65°C.

Las membranas se lavaron conforme a lo que se explica en la tabla 6, después se
colocaron dentro de folders de plastico y se incubaron por 7min con 1mL de la soluciéon de
revelado (996uL sol. de deteccion, 4ul sustrato de quimioluminiscencia CSPD Roche,
Cat.165584), finalmente se expuso la membrana a una placa fotogréfica (Lumi Film
Chemiluminescent Film Roche Cat. 1166665700) por 2 horas a 37°C y se reveld. El andlisis
de la expresion de la secuencia génica de interés se realizd por medio de densidades
Opticas utilizando un analizador de imagenes Eagle eyes-systems (Stratagene, EUA).
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Tabla 6. Lavados de Southern Blot

Tiempo (min) Temperatura Solucion
15 Ambiente Sol. Lavado 1 (SSC 2X, SDS 0.1%)
15 Ambiente Sol. Lavado 1 (SSC 2X, SDS 0.1%)
15 Ambiente  Sol. Lavado 2 (SSC 0.1X, SDS 0.1%)
15 68°C Sol. Lavado 2 (SSC 0.1X, SDS 0.1%)
15 Ambiente  Sol. Lavado 2 (SSC 0.1X, SDS 0.1%)
5 Ambiente Sol. Lavado 3(Tween 20 en acido maléico)
45 Ambiente Sol. Bloqueo 1X
45 Ambiente  Anti-digoxigenina, Sol. Bloqueo 1X (1:1000000)
15 Ambiente Sol. Lavado 3(Tween 20 en acido maléico)
15 Ambiente Sol. Lavado 3(Tween 20 en acido maléico)
15 Ambiente Sol. de Deteccion (Tris-HCI 1M, NaCl 1M)

La anti-digoxigenina se obtuvo de Roche, Cat. 1093274

9. Estudios Histolégicos

El testiculo izquierdo extraido de cada grupo experimental se fijé en una solucién
al 4% de para-formaldehido en amortiguador de fosfatos a pH 7.4 por 12 horas, se quito el
exceso de fijador del tejido lavando tres veces en solucién de fosfatos a pH 7.4 por
intervalos de 15 minutos. Después se deshidratdo el tejido utilizando diferentes
concentraciones de alcohol en orden creciente (Tabla 7), posteriormente se realizd un
lavado con Xilol por 60 minutos y por ultimo se incluyd en bloque de parafina a 56°C por
60 minutos.

Tabla 7. Deshidratacién del tejido con alcohol.

# de lavados [Alcohol] Tiempo (min)
2 80% 60
2 95% 60
2 Absoluto 60

Seguido de los lavados se realizé la inclusion en parafina.

Tras la inclusidn se realizaron cortes seriados del testiculo de 10 um, los cuales se
tifieron con hematoxilina y eosina. Se observaron al microscopio con un objetivo de 40X,
donde se contaron los tubulos seminiferos cortados transversalmente. El porcentaje de
apertura de luz tubular se determiné con respecto al numero total de tubulos
transversales presentes en el corte histoldgico para todos los grupos vy a las edades de 14,
15,16y 17 dias.
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10. Resumen de los experimentos realizados durante la etapa neonatal.

Al dia del nacimiento se registraron pardmetros morfométricos, a los 7 y 14 dias de edad
se determind la expresién del receptor de FSH y LH, a los 14 dias de edad se cuantificé la
concentracion de FSH y testosterona en suero, también a esta edad y a los 15, 16 y 17 dias
de edad se observé la apertura de luz tubular y se registré el peso testicular. Durante todo

el experimento se registrd la ganancia de peso de las crias macho hasta el fin de la
lactancia.

Concentracion sérica

de FSH y testosterona
Parametros

Expresion de Apertura de luz tubular Destete
morfométricos FSHry LHr y peso testicular
i N

Dias de f - NP N

edad 0 7 14 15 16 17 21
Grupo CC
Grupo RR
Grupo CR
Grupo RC

Figura 12. Linea de tiempo donde se muestran los

experimentos realizados, desde el dia cero (nacimiento) hasta el
destete (dia 21 de lactancia)

11. Analisis estadistico

Para los resultados de los pardmetros morfométricos de las crias al nacimiento se
utilizod la t de Student y para los resultados del peso del testiculo, marcadores bioquimicos,

moleculares e histoldgicos se utilizé la ANOVA de una sola via, seguida por la prueba Post
Hoc de Tukey.

La n=6 camadas por grupo para la curva de crecimiento y parametros
morfométricos, y n=4 crias por grupo seleccionadas al azar para los demds experimentos.
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1- Parametros morfométricos de las crias macho al nacimiento

El peso, el didmetro cefdlico y el didmetro abdominal fue menor en el grupo
restringido, observandose ademas que dicha diferencia fue estadisticamente significativa
p<0.05, p<0.01, p<0.001 con respecto al grupo control.

La distancia ano genital absoluta y la distancia ano genital relativa al peso
mostraron fue mayor en el grupo restringido con respecto al grupo control, dicha
diferencia fue estadisticamente significativa p<0.01.

La misma tendencia se observd en la relacion cefdlico-abdominal donde el grupo
restringido mostré mayor relacién con respecto al grupo control p<0.01 (Tabla 8).

Tabla 8. Pardmetros morfométricos

C R
Peso (g) 6.31+0.09 6.2 +0.1
Talla (cm) 5.6 +0.25 5.7+0.3
Distancia Ano-Genital (mm) 3.28 +0.05 3.69+0.07*
Distancia Ano-Genital (mm/g) 0.51+0.01 0.6 £ 0.02*
Diametro Cefalico (mm) 11 +£0.07 10.8 £ 0.07*
Diametro Abdominal (mm) 14.13 £0.18 13.83 £ 0.13 ***
Relacién Cefalico/Abdominal 0.74 £ 0.005 0.78 £ 0.005*

Parametros morfométricos al nacimiento de las crias macho provenientes
de madres que fueron alimentadas en la gestacion con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). t de student, media + error
estandar; n= 6 camadas por cada grupo; *p<0.01 **p<0.001 Vs C

2.- Curva de crecimiento de las crias macho hasta el destete

Se observa cémo las crias de las madres del grupo control en ambos periodos (CC)
son las que ganan mas peso al igual que las crias de las madres del grupo restringido sélo
en la gestacion (RC), siendo mas pequefias las crias de las madres del grupo restringido en
ambos periodos (RR). Las crias de las madres restringidas en la lactancia (CR) también
mostraron un crecimiento lento igual a las crias de las madres (RR) (Figura 13).
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Figura 13. Curva de crecimiento de las crias macho desde el nacimiento hasta el destete (dia 21 de
edad) provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con dieta C (control,
caseina 20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media * error estandar. p < 0.01 para letras
distintas n=6 camadas por cada grupo.

3.- Peso de testiculos a distintas edades.

e 15 dias de edad.

El peso corporal y el peso absoluto del testiculo son menores en cualquiera de los
tres grupos restringidos para esta edad, datos que ademds son estadisticamente
significativos p<0.01 con respecto al grupo control.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso relativo del
testiculo (peso del testiculo/peso corporal) (Tabla 9).
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Tabla 9. Testiculo izquierdo mas el derecho a los 15 dias de edad

Peso absoluto y relativo de la suma del testiculo izquierdo y derecho a los 15 dias de edad,
provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estandar. p < 0.01 para letras distintas
n=6 crias por cada grupo

e 16 dias de edad.

Los datos para el peso corporal a esta edad mostraron diferencias
estadisticamente significativas en los tres grupos restringidos, teniendo que el grupo CR es
el que muestra menor peso corporal.

El peso absoluto del testiculo a esta edad es menor p<0.01 para cualquiera de los
tres grupos restringidos con respecto al grupo control. Sin embargo el peso relativo del
testiculo sélo es diferente p<0.01 en el grupo RC con respecto al grupo control (Tabla 10).

Tabla 10. Testiculo izquierdo mas el derecho a los 16 dias de edad

Peso absoluto y relativo de la suma del testiculo izquierdo y derecho a los 16 dias de edad,
provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estandar. p < 0.01 para letras distintas
n=6 crias por cada grupo

e 17 dias de edad

En esta edad se conserva la misma tendencia que la encontrada en los 16 dias de
edad para el peso corporal.

El peso absoluto del testiculo en los tres grupos restringidos muestra un menor
peso con respecto al grupo control, dato que ademads es estadisticamente significativo,
haciendo énfasis en el grupo CR ya que es el de menor tamafio. El peso relativo del
testiculo fue menor en el grupo RC (Tabla 11).
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Tabla 11. Testiculo izquierdo mas el derecho a los 17 dias de edad

Peso absoluto y relativo de la suma del testiculo izquierdo y derecho a los 17 dias de edad,
provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacidon y/o lactancia con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estandar. p < 0.01 para letras distintas
n=6 crias por cada grupo

4.- Marcadores bioquimicos
e Concentracion de FSH en suero de crias macho de 14 dias de edad.

La concentracién de FSH en suero de las crias macho de 14 dias de edad para el
grupo CR fue menor p<0.01 con respecto al grupo control y a los demds grupos. En el
grupo RRy en el grupo RC, la concentracidon de FSH en suero de las crias macho de 14 dias
de edad no mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo
control (Figura 14).

—

FSH ng/mL
w

cc RR CR RC

Figura 14. Concentracidn de FSH en suero de las crias macho de 14 dias de edad provenientes de
madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con dieta C (control, caseina 20%) o con dieta
R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media * error estandar. p < 0.01 para datos con letras diferentes.
n=6 crias por cada grupo.
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e Concentracidn de testosterona en suero de crias macho de 14 dias de edad.

En la concentracion de testosterona solo hubo diferencias entre el grupo RCy CR,

pero no fueron diferentes al grupo control (Figura 15).
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Figura 15. Concentracién de testosterona en suero de las crias macho de 14 dias de edad

provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con dieta C (control, caseina

20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estdndar. p < 0.01 para datos con letras

diferentes. n=6 crias por cada grupo.
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5.- Marcadores moleculares
e Expresion relativa de los receptores de FSH y LH, a los 7 dias de edad.
Se observa sobre expresidn relativa en el receptor FSH para el grupo RC con
respecto al grupo control p<0.05, también se observa un aumento en la expresién del
receptor de FSH para el grupo CR, sélo que el resultado no es estadisticamente

significativo.

La expresion relativa del receptor de LH a los 7 dias de edad se encuentra

aumentada en el grupo RC con respecto al grupo control, dicho resultado es
estadisticamente significativo p<0.01. La expresion del grupo CR y RR no muestra ninguna
diferencia (Figura 16).

A CcC RR CR RC
A A A A

g T I T 1T LT
T YT oY L T

Figura 16. Expresidn relativa del receptor de FSH y del receptor de LH a los 7 dias de edad. En la
figura se observan dos paneles, panel Ay B. En el panel A se encuentran los southern blots correspondientes
a los genes del receptor de FSH, del receptor de LH y de la ciclofilina. En el panel B se encuentran las
densitometrias correspondientes a los genes con respecto al gen constitutivo ciclofilina. Las crias macho
provienen de madres que fueron alimentadas en la gestacidn y/o lactancia con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estandar. * p < 0.01, **p < 0.05 Vs CC
n=6 camadas por cada grupo.
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e Expresion relativa de los receptores de FSH y LH, a los 14 dias de edad.

Existe sobreexpresion p<0.01 del receptor de FSH en el grupo RC con respecto al
grupo control.
De igual manera la expresién del receptor de LH en el grupo RC, se observé

aumentada p<0.05. Para el grupo RR y para el grupo CR no se observé diferencia alguna
(Figura 17).

Figura 17. Expresion relativa del receptor de FSH y del receptor de LH a los 14 dias de edad. En la
figura se observan dos paneles, panel Ay B. En el panel A se encuentran los southern blots correspondientes
a los genes del receptor de FSH del receptor de LH y de la ciclofilina. En el panel B se encuentran las
densitometrias correspondientes a los genes con respecto al gen constitutivo ciclofilina. Las crias macho
provienen de madres que fueron alimentadas en la gestacidn y/o lactancia con dieta C (control, caseina
20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media + error estandar. * p < 0.01 Vs CC n=6
camadas por cada grupo.
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6.- Apertura de luz tubular

Para determinar el porcentaje de luz tubular, se contaron todos los tubulos
transversales de un corte histolégico de testiculo, incluyendo los que no y los que si
presentaban apertura de luz tubular (Figura 18).

B B

A
A !
! At A ay
8 !

Ai B

Figura 18. Corte de 10um de testiculo incluido en parafina y teflido con
hematoxilina y eosina. Se observa con el objetivo 40x. A= tibulos seminiferos
con apertura de luz. B= tubulos seminiferos sin apertura de luz. Las crias macho
provienen de madres que fueron alimentadas en la gestacion y/o lactancia con
dieta C (control, caseina 20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%).

Al dia 14 de edad el 10% del total de los tubulos del grupo control ya presentaban
apertura de luz, mientras que para cualquiera de los tres grupos restringidos ni siquiera un
solo tubulo presenté apertura de luz tubular.

Al dia 15 de edad los resultados muestran que ya mas del 50% del total de los
tubulos del grupo control ya presentan apertura de luz tubular, mientras que en
cualquiera de los tres grupos restringidos en uno o ambos periodos no se alcanza ni
siquiera un 20% de apertura de luz tubular, dichos resultados son estadisticamente
significativos con respecto al control p<0.01. La misma tendencia se observa a los 16 y a
los 17 dias de edad.

Cabe resaltar que para la edad mas grande en la que se realizd este estudio (17
dias de edad) también se observé el mismo comportamiento, donde ya mas del 70% de
los tubulos del grupo control presentan apertura de luz tubular, mientras que para los tres
grupos restringidos no se alcanza ni siquiera el 30% de apertura de luz tubular (Figura 19).
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Figura 19. Apertura de luz tubular en cortes histoldgicos de testiculos a distintas edades de las crias
macho provenientes de madres que fueron alimentadas en la gestacién y/o lactancia con dieta C (control,
caseina 20%) o con dieta R (restringida, caseina 10%). ANOVA. Media * error estandar. * p<0.01VsCCala
misma edad n=6 camadas por cada grupo.
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Los estudios previos demuestran que la restriccion proteinica materna durante la
gestacion y/o lactancia afecta a las crias machos en su desarrollo testicular en edades
adultas debido a cambios fisioldgicos, bioquimicos, celulares y moleculares que podrian
conducir al macho a temprana disminucién en la tasa de fertilidad en vida adulta’, sin
embargo el efecto de la restriccidn proteinica va a depender de la discrepancia que exista
entre el ambiente intrauterino y el post natal en el que se desarrolle la cria macho®, es
por eso que se esperan distintos cambios en los cuatro grupos experimentales utilizados.

El grupo CR, no se prepard intrauterinamente para un ambiente postnatal adverso,
por lo que al encontrarse en este ambiente tuvo que hacer ajustes que le permitieran
sobrevivir, sin embargo en este proceso se podria comprometer el desarrollo de algunos
organos.

Por lo contrario el grupo RC, al crecer intrauterinamente en un ambiente de
restringido proteinicamente, se prepard para un medio adverso en la vida post natal, sin
embargo al no ser asi, las repuestas adaptativas no fueron las mejores, ya que este grupo,
es el que desarrolla obesidad en vida adulta con diversas alteraciones metabdlicas que
pudieran repercutir en el desarrollo sexual”® 3%,

En este aspecto el grupo que mejor respuesta tendria seria el RR, ya que se adapto
para sobrevivir a un medio ambiente adverso y crecié en el medio para el cual se preparé.
Esto corresponde con la hipdtesis de la restriccion nutricional crénica, que nos dice que
los individuos que presentan este tipo de restriccidn deberian estar mejor adaptados al
medio pobre en alimento en comparacién con los que no han sido habituados a el.

En estudios anteriores se observd que la restriccidn proteinica materna durante la
gestacion elevo las concentraciones séricas de glucocorticoides (cortisol en el humano,
corticosterona en la rata)’, por lo cual se produjo sobre exposicidn fetal a corticosterona,
que se asocia al bajo peso en el nacimiento®, tal y como se observé en nuestros
resultados.

La concentracién de testosterona también se incrementa en ratas gestantes’, lo
cual ha sido la base para estudiar la programacidén que existe por exposicidon temprana a

. 2 2 . .. . s . 2
andrégenos®™ %/, los cuales en su totalidad muestran masculinizacién genital®?,
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observandose un incremento en la distancia ano-genital, utilizado como marcador de
diferenciacidn sexual al nacimiento.

En nuestros resultados las crias machos de madres restringidas durante la
gestacion, presentaron incremento en este parametro morfométrico, que sin duda alguna
se debe a las concentraciones altas séricas de corticosterona y testosterona tipicas de este
grupo durante este periodo.

Otro parametro morfométrico observado al nacimiento y que se relaciona con la
calidad del ambiente intrauterino es la relacidn cefalico-abdominal. La desproporcion que
existe entre el didmetro cefalico y diametro abdominal es un indicador de desnutricién
moderada, debido a que el flujo de nutrientes favorece al cerebro a costa de los érganos
presentes en el estémago. Por lo contrario una relacion simétrica indica desnutricion
severa, donde el flujo de nutrientes es equitativo para el cerebro y los demds drganos,
pero es muy pobre para ambos, sacrificando el crecimiento generalizado™.

En el experimento el tipo de desnutricidn que se observé fue moderado, ya que se
presentd desproporcion entre el didmetro cefdlico y el didmetro abdominal.

La ganancia de peso materno durante la gestacién depende en gran medida de la
calidad de alimentos que recibe y se encuentra muy relacionada con la ganancia de peso
fetal. En este trabajo el efecto de la restriccién proteinica materna durante la gestacién,
lactancia o ambos periodos, correspondié a las respuestas predictivas adaptativas, que se
esperaban en los distintos grupos, las crias macho del grupo RC nacieron con peso
significativamente menor a las del grupo control sin embargo lo recuperan para la
segunda mitad de la lactancia, igualando en peso a las del grupo control, estos datos
concuerdan con la observado en estudios anteriores donde las crias que nacen con bajo
peso al encontrarse en un ambiente postnatal de abundancia empiezan a ganar peso y por
lo general desarrollan obesidad en vida adulta” % %32,

De igual manera esto concuerda con lo observado en estudios anteriores por la
Dra. Zambrano'!, donde se realizé una curva de crecimiento hasta los 120 dias de edad de
crias ratas provenientes de madres expuestas a restriccidén proteinica encontrandose los
mismos resultados, donde los grupos RR y CR son los que tiene menor peso y nunca

alcanzan en tamafio a los del grupo CC.

Durante el desarrollo de los érganos existen periodos criticos donde hay mayor
plasticidad, es decir mas probabilidad de que el genotipo cambie por la influencia del
medio ambiente’®, como paso durante la gestacion y/o lactancia en los grupos
restringidos, donde se comprometido el desarrollo del testiculo reflejdndose en la
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disminucion de su peso absoluto, que se observo durante todas edades estudiadas (15, 16
y 17 dias).

En la rata, la gestacién es un periodo muy importante para la maduracién del eje
hipota’lamo—hipéfisis”’ % donde el estado nutricional de la madre es muy importante para
la adecuada secrecidn de las hormonas responsables de la diferenciacion, proliferacion y
maduracion celular testicular (LH y FSH) de las crias.

La programacion de la capacidad reproductiva comienza desde la gestacion donde
el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada es muy susceptible a cambios en la nutricion®.

Se ha estudiado la ontogenia en funcidn del hipotdlamo fetal en el ganado ovino,
administrando un antagonista de la secrecion de gonadotrofinas®’. En conjunto, estos
resultados demuestran que existe una ventana critica durante la gestacion donde el
desarrollo testicular se ve afectado por la inactivacion del eje hipotalamo-hipdfisis-
génada. Las concentraciones de FSH se observaron disminuidas, al igual que la masa
testicular y el nUmero de células de Sertoli en etapas neonatales”’.

También la desnutricién ocasiona disminucién en la actividad del eje hipotalamo-

hip&fisis-testiculo” %

En nuestros resultados se esperaba que hubiera una clara
disminucion del los valores de FSH y de testosterona en los grupos restringidos, sin
embargo no fue asi, pero si hay un retraso en la apertura de luz tubular lo que nos dice
gue la maduracién de la célula de Sertoli se esta viendo retrasada debido a la restriccion

proteinica.

Es importante mencionar que la proliferacion de la célula de Sertoli se lleva a cabo
bajo la influencia de la hormona FSH a través de su receptor en dicha célula y que sdlo
prolifera en los primeros dias de vida postnatal, en la rata aproximadamente hasta 14
dias de edad. Se sabe que cuando la célula de Sertoli termina de proliferar es porque ya se
encuentra madura y empieza a formar la barrera hematotesticular abriendo paso a luz

16, 48,49
tubular

. En nuestros resultados se esperaba que hubiera diferencias significativas en
las concentraciones de FSH, sin embargo no fue asi y si lo fue para la apertura de luz
tubular, lo que nos indica directamente que hay un retraso en la maduracion testicular,
bastante importante ya que las células de sertoli que no migran a la periferia degenerany
mueren®.

Como sabemos la reproduccién es uno de los procesos primordiales dentro del
organismo, por lo que al haber una desventaja el organismo busca mecanismos que le

permiten adaptarse por lo que la sobre expresién del receptor de FSH en el grupo RC
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puede ser un mecanismo adaptativo que le permitié llevar a cabo la maduracién de la
célula de Sertoli en este grupo.

Por otra parte la LH ejerce su accién a través de su receptor en células de Leyding
estimulando la esteroidogénesis y asi la produccién de testosterona. Una manera indirecta
de medir el funcionamiento del complejo sustrato receptor es midiendo el producto final,
en este caso la testosterona, en nuestros resultados no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de testosterona, lo que nos dice que también las
células adoptan mecanismos que les permiten funcionar mejor, ese es el caso del grupo
RC ya que presenta sobre expresion del receptor de LH, que le permitié mantener las
concentraciones de testosterona.

Como ya se habia mencionado, si el desarrollo testicular no ocurre en tiempo vy
forma adecuada las células degeneran y mueren®, por lo que desde un inicio las crias
macho provenientes de madres restringidas durante la gestacion y/o lactancia inician con
desventajas, que durante la juventud no se notan, sin embargo en edades adultas empieza
a observarse menor cuenta espermatica, que conduce a un envejecimiento prematuro de
la tasa de fertilidad’.
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Conclusiones
————————————————————————————————]

El estado nutricional de la madre durante la gestacidon y/o lactancia es muy
importante para el desarrollo sexual en los machos, cualquier cambio en la alimentacién
conducira retraso en el desarrollo sexual.

En consecuencia la restriccion proteinica materna durante la gestacidon y/o
lactancia programard alteraciones funcionales en el eje hipotdlamo-hipdfisis-testiculo
desde etapas neonatales en las crias macho que retrasan el desarrollo testicular, lo que
origina el envejecimiento prematuro de la fertilidad.

Con base en los resultados obtenidos se encontrd una ventana critica durante el
desarrollo sexual en las crias macho como lo es el perinatal.
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